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Abstract

Worldwide 5-7 % of people older than 60 years suffer from dementia, Alzheimer’s
disease (AD) being the most frequent cause of dementia. Until now, a reliable di-
agnosis of AD can only be made after the patient’s death. The development of an
unambiguous ante mortem assay for an early diagnosis of AD is of great importance
for the development of therapeutics and to start treatment of patients with those
therapeutics in an early stage of the disease, where treatment is believed to be most
effective.

Oligomers from amyloid-3 (Af3) are neurotoxic and probably culprits in the
pathogenesis of AD. Therefore, they are promising biomarkers for AD and the sen-
sitive and specific detection of A3-oligomers in body fluids might help diagnosing

AD in an early stage of the disease.

In this work, the sFIDA (surface-based fluorescence intensity distribution analy-
sis) assay was optimized regarding the sensitivity for detecting A3 oligomers. Us-
ing optimal conditions, the SFIDA readout correlated with the concentration of syn-
thetic stabilized oligomers over a wide range of four to five orders of magnitude,
with a lower detection limit of 18.8 fM oligomers.

sFIDA experiments with two sets of samples of human cerebrospinal fluid (CSF)
— each set from a different source — showed contradictory results regarding the
detected oligomer concentrations in CSF from patients with AD as compared to
control donors. In CSF samples from one of the sources, a higher oligomer con-
centration was detected in CSF from patients with AD than from control donors,
whereas the samples from the other source showed opposite results. Thus, no sys-
tematic differences between detected oligomer concentrations in CSF from patients
with AD as compared to control donors were found. However, both sets of samples
contained only four to five samples from each group and such a small sample size

does not allow to generalize those findings.

Furthermore, a method for the production of stabilized A 3-oligomers of defined
sizes was developed. By density gradient centrifugation, approximately globular,
crosslinked oligomers were prepared, with 9.6 +1.1 nm in diameter, and which
were detectable in SFIDA. Those stabilized oligomers can be applied as standard
molecules and for further optimization and characterization of the sFIDA assay in

future.



Zusammenfassung

Weltweit sind etwa 5-7 % aller iiber 60-Jdhrigen von einer Demenz betroffen, deren
hiufigste Ursache die Alzheimersche Demenz (AD) ist. Eine genaue Diagnose der
AD kann bisher erst nach dem Tod der Patienten erfolgen. Die Entwicklung eines
verlésslichen Tests zur Frithdiagnose der AD ist daher von entscheidender Bedeu-
tung zur Entwicklung von Medikamenten und um die Therapie der AD mit diesen
Medikamenten in einem frithen Krankheitsstadium einzuleiten, da die Therapie der
AD dann als besonders erfolgsversprechend gilt.

Oligomere aus Amyloid-beta (A[3) gelten als neurotoxisch und spielen vermut-
lich eine entscheidende Rolle in der Krankheitsentstehung, weshalb A 3-Oligomere
als vielversprechende Biomarker fiir die AD gelten. Der sensitive und spezifische
Nachweis von A{3-Oligomeren in Korperfliissigkeiten kann also moglicherweise

der Diagnose in einem frithen Krankheitsstadium dienen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der sFIDA (surface-based fluorescence inten-
sity distribution analysis) zur Detektion von A (3-Oligomeren zunichst in Bezug auf
eine erhohte Sensitivitdt des Assays optimiert. Bei einem sFIDA-Experiment unter
optimierten Protokollbedingungen zeigte sich, dass der sFIDA readout iiber vier bis
fiinf GroBenordnungen mit der eingesetzten Konzentration synthetischer Oligomere
korreliert. Die Nachweisgrenze der synthetischen Oligomere lag bei 18,8 fM.

Bei sFIDA-Experimenten mit humanen Liquor-Proben zeigten sich in zwei ver-
schiedenen Probensitzen aus unterschiedlichen Quellen deutliche Unterschiede der
relativen Oligomer-Konzentrationen im Liquor von AD-Patienten und Kontrolls-
pendern. In einem Probensatz wurde im Liquor von AD-Patienten eine hohere Oli-
gomer-Konzentration gegeniiber Kontrollspendern nachgewiesen, der zweite Pro-
bensatz zeigte gegenteilige Ergebnisse. Anhand dieser Ergebnisse kann also kein
systematischer Unterschied zwischen den Oligomer-Konzentrationen im Liquor von
AD- und Kontrollspendern festgestellt werden. Die beiden Probensitze enthielten
jedoch nur vier bis fiinf Proben je Gruppe und eignen sich deshalb nicht fiir verall-

gemeinernde Aussagen.

Des Weiteren wurde in einem Teilprojekt ein Verfahren zur Herstellung stabili-
sierter A3-Oligomere definierter Groe entwickelt. Mittels Dichtegradientenzentri-
fugation wurden kugelformige, quervernetzte Oligomere prépariert, die eine Grofle
von etwa 9,6 1,1 nm aufweisen und im sFIDA detektiert werden konnen. Diese
stabilisierten Oligomere konnen in Zukunft als Standardmolekiile und zur weiteren

Optimierung und Charakterisierung des sFIDA eingesetzt werden.
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1. Theoretische Grundlagen

1.1 Alzheimersche Demenz

1.1.1 Allgemeines

Die Alzheimersche Demenz (AD), auch als Alzheimer-Krankheit bezeichnet, ist ei-
ne neurodegenerative Krankheit, die erstmals 1906 vom deutschen Psychiater Alois
Alzheimer beschrieben und daraufhin nach ihm benannt wurde (Alzheimer, 1911).
Bereits damals beschrieb Alzheimer das Krankheitsbild mit den typischen Sym-
ptomen wie Verwirrung des Patienten, nachlassenden kognitiven Leistungen, cha-
rakterliche Veridnderungen sowie auffilligen Verdnderungen in den Gehirnen der
verstorbenen Patienten.

Bis heute, mehr als 100 Jahre nach der ersten Beschreibung der AD und trotz
intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten, sind noch immer viele Fakten rund
um die AD ungeklirt. So ist zum Beispiel nicht bekannt, wodurch die Krankheit
ausgelost wird, wie sie eindeutig pre mortem diagnostiziert werden kann, und auch
eine Heilung der AD oder Verlangsamung des Krankheitsverlaufs durch Medika-
mente ist bisher nicht méglich. Derzeit konnen nur die Symptome der AD medika-
mentOs gelindert werden (Lansdall, 2014).

Dabei wird das Problem in einer zunehmend dlter werdenden Gesellschaft immer
gravierender: Neben Risikofaktoren wie einem geringen Bildungslevel und geneti-
scher Pridisposition (Lindsay et al., 2002) sowie hohem systolischem Blutdruck
und erhohtem Cholesterin-Level im mittleren Lebensalter (Kivipelto et al., 2001)
gilt ein hohes Lebensalter als groBter Risikofaktor. In den meisten Fillen tritt AD
erst ab einem Alter von 65 Jahren auf (Alzheimer’s Association, 2014).

Weltweit sind etwa 5 - 7 % aller tiber 60-Jdhrigen von Demenz betroffen (Prince
et al., 2013), AD ist hierbei die hdufigste Art der Demenz (Alzheimer’s Associati-
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on, 2014; Katz et al., 2012). Eine 2005 durchgefiihrte Studie schitzte die Anzahl
der betroffenen Patienten auf 24 Millionen weltweit (Ferri et al., 2005), wihrend
Prince et al. (2013) von etwa 35 Millionen Demenzkranken weltweit und einer Ver-
dopplung der Patientenzahl etwa alle 20 Jahre ausgeht. Diese starke Zunahme an
demenzkranken Menschen — die je nach Stadium der Krankheit einen hohen Hilfe-
und Pflegebedarf aufweisen — hat nicht nur weitreichende Folgen fiir die Betroffe-
nen und deren Angehorige, sondern stellt auch eine grofe finanzielle Belastung fiir
das Gesundheitssystem dar (Alzheimer’s Association, 2014).

Im Diagnoseschliissel ICD-10 der World Health Organisation (WHO) werden
bei der ,,Demenz bei Alzheimer-Krankheit* zwei verschiedene Typen unterschieden
(WHO, 2010):

e Typ 1: spiter Ausbruch der Erkrankung, d.h. nach dem 65. Lebensjahr. Der

Verlauf ist langsam, das Hauptmerkmal sind Gedichtnisstorungen.

e Typ 2: frither Ausbruch der Erkrankung, d.h. vor dem 65. Lebensjahr. Der
Verlauf ist schneller, ,,deutliche und vielfiltige Storungen der hoheren korti-

kalen Funktionen® sind die Hauptmerkmale.

Neben der Unterscheidung anhand des Lebensalters bei Beginn der AD wird
zwischen der familidren und sporadischen AD unterschieden: Die familiire Form
(5 - 10 %) ist genetisch bedingt und meist durch ein frithes Auftreten der Krankheit
charakterisiert. Der grofite Anteil der Patienten (90 - 95 %) entwickelt die Krankheit
jedoch sporadisch, d.h. nichterblich (Hoyer, 2000).

Der Krankheitsverlauf ist von Patient zu Patient deutlich unterschiedlich. Je nach
Studien wird die durchschnittliche Uberlebenszeit nach Diagnose bzw. Beginn einer
feststellbaren Demenz zwischen 3 und 11 Jahren angegeben (Wolfson et al., 2001;
Larson et al., 2004; Helzner et al., 2008; Rountree et al., 2012).

1.1.2 Neuropathologie

Die auffélligsten Merkmale der AD, die schon von Alois Alzheimer beschrieben
wurden und anhand derer die Krankheit eindeutig post mortem diagnostiziert wer-
den kann, sind die sogenannten amyloiden Plaques und neurofibrilldren Biindel im
Gehirn der Patienten (Alzheimer, 1911; Terry et al., 1964; Perl, 2010).



Bei den amyloiden Plaques von AD-Patienten, auch als senile Plaques bezeich-
net, handelt es sich um unlosliche, extrazellulire Ablagerungen, die iiberwiegend
aus Amyloid-[3 (A3) bestehen (Serrano-Pozo et al., 2011). In der Literatur werden
anhand ihrer Morphologie diffuse, fibrilldre und dichte Plaques unterschieden, de-
ren anteiliges Auftreten sich im Krankheitsverlauf verindert. Es wurde beobachte-
tet, dass fibrilldre Plaques im klinischen Stadium der AD einen gréeren Anteil als
die anderen Plaque-Formen ausmachen, und dass in deren Umgebung neuritische
Veridnderungen und damit assoziierte, nicht normale neuronale Prozesse stattfinden
(Dickson und Vickers, 2001).

Neurofibrilldre Biindel liegen intrazelluldr vor und bestehen aus einer hyper-
phosphorylierten Form des Proteins tau. Tau ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein
(Weingarten et al., 1975), das in seiner hyperphosphorylierten Form die Vernetzung
der Aktin-Filamente verhindert (Selden und Pollard, 1983) und neurofibrillédre Biin-
del in Gehirnen von Alzheimer-Patienten bildet (Grundke-Igbal et al., 1986). Diese
neurofibrillaren Biindel treten auch wéhrend des normalen Alterungsprozesses im
Gehirn auf, hier jedoch in deutlich geringerer Ausprigung als bei der AD (Price und
Morris, 1999). Der Zusammenhang zwischen neurofibrilldren Biindeln und amyloi-
den Plaques ist noch nicht genau geklirt, es gibt jedoch Hinweise, dass die Bildung
neurofibrilldrer Biindel direkt oder indirekt durch bestimmte A3-Spezies induziert
wird (King et al., 2006; Nussbaum et al., 2012; Seward et al., 2013).

Des Weiteren kann ein Verlust von Neuronen und Synapsen im Gehirn verbun-
den mit einer starken Volumenabnahme (Atrophie) der weillen Substanz sowie der
GroBhirnrinde von Patienten mit AD beobachtet werden (Kril et al., 2004; de la
Monte, 1989), wie in Abbildung 1.1 dargestellt.
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1.1.3  Amyloid-B

1.1.3.1 Synthese von A3

Amyloid-f3 (Ap) ist ein Peptid, das je nach Isoform aus 36 - 43 Aminoséduren be-
steht und ein Molekulargewicht von ca. 4,5 kDa aufweist (Glenner und Wong, 1984;
Masters et al., 1985). Es entsteht nach proteolytischen Spaltungen des gréferen
Vorlduferproteins APP (,,amyloid precursor protein*), einem glykolisierten Trans-
membranprotein (Kang et al., 1987). APP wird ubiquitér exprimiert und kommt in
verschiedenen Splice-Varianten und posttranslationalen Prozessierungen vor (Sel-
koe, 1998).

Es werden zwei verschiedene Arten der APP-Prozessierung unterschieden (vgl.
Abbildung 1.2). Im sogenannten nicht-amyloidogenen Stoffwechselweg wird das
APP durch «-Sekretase(n) innerhalb der Region des A3 geschnitten und es entsteht
ein grofes, 16sliches Fragment (APPs-) sowie das in der Membran verbleibende
C-terminale Fragment (Esch et al., 1990). Dieses kann weiter durch y-Sekretasen
gespalten werden, wodurch p3, ein etwa 3 kDa grof3es Peptid entsteht.

Im amyloidogenen Stoffwechselweg wird das APP durch 3- und y-Sekretasen
gespalten, so dass Af3 entsteht (Seubert et al., 1993). Die Spaltung durch y-Sekreta-
sen erfolgt am haufigsten hinter der Aminosiure 40, seltener hinter der Aminosiure
42 des A. Bei der am hiufigsten vorkommenden A[(3-Spezies, A[31_49, erfolgt
die Spaltung durch eine y-Sekretase im trans-Golgi-Netzwerk, bei der Entstehung
von Af1_4; hinter der Aminosdure 42 im endoplasmatischen Retikulum (Hartmann
et al., 1997).

Neben diesen beiden A[3-Spezies konnen noch weitere Isoformen durch leicht
versetzte Schnittstellen der y-Sekretase entstehen, diese Isoformen haben jedoch
einen geringen Anteil an dem gesamten A3 (Murphy und LeVine, 2010). Des Wei-
teren sind einige am Ende des N-Terminus verkiirzte Isoformen von Af3 bekannt,
die hdufigste davon beginnt mit einem Pyroglutamat an Position 3 (ApE3-40/42;
Saido et al., 1996).

1.1.3.2 Aggregation und neurotoxische Eigenschaften von A3

Bei der Expression des Vorldauferproteins APP und dessen Prozessierung zu Af3

handelt es sich um einen physiologisch normalen Stoffwechselweg. Dementspre-
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der nicht-amyloidogenen und amyloidoge-
nen Prozessierung von APP. Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung wird das trans-
membrane Vorlauferprotein APP innerhalb der Region von A3 (dargestellt als Zylinder in
den Farben orange und gelb) von der -Sekretase (roter Pfeil mit dem Buchstaben o) pro-
teolytisch gespalten. Es entsteht das 16sliche APPsc und das C-terminale Fragment (CTF ),
das innerhalb der Membran (grauer Balken) weiter von der y-Sekretase (roter Pfeil mit dem
Buchstaben y) gespalten werden kann. Dabei entsteht das etwa 3 kDa kurze Fragment p3
sowie die intrazellulire Domine des APP (AICD). Bei der amyloidogenen Prozessierung
wird APP zunichst durch die 3-Sekretase gespalten, dabei wird das 16sliche APPsf3 freige-
setzt und das C-terminale Fragment (3 (CTFf3) kann weiter durch die 'y-Sekretase gespalten
werden, wodurch A3 und AICD entstehen. Nach Haass et al. (2012).

chend kann A3 sowohl im Liquor als auch im Gehirn von gesunden Personen und

von Patienten mit AD nachgewiesen werden (Shoji et al., 1992; Haass et al., 1992).

Es gibt bereits Hinweise auf verschiedene Funktionen von A 3 im gesunden Men-
schen. Zou et al. (2002) konnten zeigen, dass monomeres A3 als Antioxidanz gegen
metallinduzierten oxidativen Schaden wirkt. Aulerdem wurde fiir A3 antimikrobi-
elle Aktivitdt nachgewiesen (Soscia et al., 2010) und es gibt Hinweise darauf, dass
es als Transkriptionsfaktor wirkt (Bailey et al., 2011) und bei dem Transport von
Cholesterin eine Rolle spielt (Igbavboa et al., 2009).



Monomeres Af3 hat einen amphiphilen Charakter: Wéhrend der N-Terminus hy-
drophil ist, besteht der C-Terminus aus hydrophoben Aminoséuren, die als Teil des

Vorlduferproteins APP in der Membran liegen.

Die im Abschnitt 1.1.3.1 beschriebenen vielfiltigen Isoformen des A3 weisen
deutliche Unterschiede im Aggregationsverhalten auf. Das hydrophobere A{3;_47
beispielsweise neigt stiarker zur Oligomerisierung und Aggregation als das zwei
Aminosduren kiirzere A 314, das in vitro langsamer oligomerisiert (EI-Agnaf et al.,
2000). Auch die oben beschriebene A[3-Spezies, die an Position 3 mit einem Py-
roglutamat beginnt, neigt stark zur Aggregation (Harigaya et al., 2000). Neben
der Vielfalt an A(3-Isoformen verschiedener Lingen wird die Vielfalt an Peptiden
mit unterschiedlichen Eigenschaften durch posttranslationale Modifizierungen z.B.

durch Glutaminylzyklasen oder Phosphorylierung erhoht (Benilova et al., 2012).

Die Untersuchung der Oligomerisierung von A3 und den verschiedenen oligo-
meren Spezies ist kompliziert, da die unterschiedlich groen A(3-Spezies in einem
dynamischen Verhiltnis zueinander stehen und auch wihrend der Analyse perma-
nent weiter oligomerisieren und disaggregieren. Dazu kommt, dass die einzelnen

Spezies in sehr geringen Konzentrationen vorkommen (Bruggink et al., 2012).

Trotz dieser Schwierigkeiten konnten einige Aggregationsformen von Af3 in
vitro oder in vivo nachgewiesen werden. Finder und Glockshuber (2007) fassen
das Wissen iiber die Aggregationsmechanismen zusammen, wie in Abbildung 1.3
dargestellt. Bei physiologischem pH-Wert nimmt AP 1_4> schnell eine (3-Faltblatt-
Struktur ein und oligomerisiert, wiahrend A31_39 deutlich lidnger in einer random-
coil-Konformation vorliegt, bevor es zu (3-faltblattreichen Oligomeren aggregiert
(Barrow und Zagorski, 1991). Aus Monomeren bilden sich intrazelluldr Dimere
(Walsh et al., 2000) und kleine, 16sliche Oligomere, denen die groBite Neurotoxizi-
tdat zugesprochen wird (McLean et al., 1999; Cleary et al., 2004; Lesné et al., 2006).
Zusitzlich zu diesen Oligomeren, die in Losung vorkommen, werden ringformi-
ge A[3-Oligomere beschrieben, die in Membranen Ionenkanal-dhnliche Strukturen
bilden. Diese storen moglicherweise die zellulire Homoostase und kénnten so die

Degeneration der Zellen auslésen (Quist et al., 2005).

Protofibrillen stellen den nichstgroBeren Aggregationszustand dar. Hierbei han-
delt es sich um 16sliche, stabférmige Strukturen, die einen hohen Gehalt an 3-Falt-

blittern aufweisen. Sie werden als Vorldufer-Molekiil fiir die groBBeren Fibrillen an-
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Aggregation von Af3. Es wird angenom-
men, dass Af3-Monomere in einer helikalen und in einer [3-Faltblatt-Konformation vorlie-
gen konnen. Die 3-Faltblatt-Konformation begiinstigt die Oligomerisierung der Monomere
zunichst zu Dimeren und kleinen 16slichen Oligomeren. Nach einer lag-Phase entstehen
sogenannte Nuklei, die per Seeding-Mechanismus die weitere Polymerisierung iiber Proto-
fibrillen zu Fibrillen und groBen Aggregaten beschleunigen. Nach Finder und Glockshuber
(2007).

gesehen (Walsh et al., 1997), die als thermodynamisch stabile, unlosliche und 3-
faltblattreiche filamentose Strukturen beschrieben werden (Ross und Poirier, 2005).
Amyloide Plaques sind groB3e, extrazellulédr in den Gehirnen von AD-Patienten vor-
kommende Aggregate, die aus A[3-Fibrillen bestehen (Friedrich et al., 2010). Nach-
dem lange Zeit die amyloiden Plaques im Verdacht standen, toxisch auf Nervenzel-
len zu wirken, gilt inzwischen als relativ sicher, dass die 16slichen oligomeren und
protofibrilliren Formen von A[3 die toxischen Spezies sind (McLean et al., 1999).
Es gibt verschiedene Modelle, die die Fibrillisierung von A3 beschreiben. Ein
von vielen Wissenschaftlern favorisiertes Modell beschreibt die Fibrillisierung per
Seeding-Mechanismus. Nach diesem Modell bilden sich zunédchst sogenannte Nu-
klei, die die Anlagerung von weiteren A 3-Molekiilen begiinstigen und so zu Protofi-
brillen und Fibrillen heranwachsen. Wihrend dieser Zeit konnen sich immer wieder
kleinere Einheiten — neue Nuklei — von den Fibrillen 16sen, an denen wiederum wei-
tere Oligomere polymerisieren. Fiir dieses Modell spricht, dass bei der Aggregation

in einem A3-Gemisch zunichst eine lag-Phase beobachtet wird, in der die Oligo-



merisierung des A3 nur langsam stattfindet. Nach dem Seeding-Modell entstehen
in dieser Zeit die Nuklei; diese lag-Phase entfillt, wenn man bereits geformte Seeds
zu dem A[3-Gemisch dazugibt (Jarrett et al., 1993; Harper et al., 1997).

In den letzten Jahren héuften sich die Hinweise, dass sich bestimmte A[3-Spe-
zies durch einen Prionen-dhnlichen Mechanismus vermehren. Der Begriff Prion
wurde von Prusiner 1982 zur Bennenung eines proteinartigen, infektiosen Partikels
in seiner Veroffentlichung zur Prionhypothese vorgeschlagen. Das infektiose Parti-
kel bei Prionen-Krankheiten besteht iiberwiegend oder sogar vollstindig aus einer
fehlerhaft gefalteten und aggregierten Form des Prion-Proteins, das in seiner nor-
malen Form keinerlei pathogene Wirkung hat. Die fehlerhafte Faltung kann spon-
tan entstehen, genetisch begiinstigt sein (Goldmann, 2008) oder infektios — durch
Kontakt eines normal gefalteten Prion-Proteins mit Aggregaten aus fehlgefalteten
Prion-Proteinen — entstehen. Hierdurch wird eine Kettenreaktion ausgeldst, in der
immer mehr der normal gefalteten Prion-Proteine in die pathogene Konformation
umgewandelt werden. Creutzfeld-Jakob Krankheit, Scrapie und BSE gehoren zu
den bekanntesten der Prion-Krankheiten (Aguzzi, 2008).

Fiir einen Prionen-artigen Mechanismus der Vermehrung von A{3-Oligomeren
oder Aggregaten sprechen insbesondere Arbeiten, die zeigten, dass die Injektion
von fehlgefaltetem A3 aus synthetischen oder biologischen Quellen in das Gehirn
oder die Bauchhohle von transgenen, A[3-exprimierenden Miusen das Auftreten
und die Ausbreitung von aggregiertem A3 beschleunigte (Stohr et al., 2012; Eisele
et al., 2009, 2010). Stohr et al. konnten zeigen, dass die Inokulation von aufgerei-
nigten Proteinase K-resistenten A[{3-Fibrillen aus transgenen, APP-exprimierenden
Miusen ausreichte, um Ablagerungen von A3 in vivo auszulosen. Es ist jedoch
nicht auszuschlielen, dass andere A[3-Spezies ebenfalls Prion-dhnliche Mechanis-

men der Entstehung und Vermehrung besitzen.

1.1.3.3 Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese zur Entstehung der AD wurde erstmals 1992
von Hardy und Higgins formuliert und seitdem permanent weiterentwickelt und
neuen Erkenntnissen angepasst. Urspriinglich besagte die Hypothese, dass die Af3-
Ablagerungen in Form von Plaques im Gehirn alle anderen Symptome der AD wie
neurofibrilldre Biindel, das Absterben von Neuronen und das Auftreten von De-

menz auslosen. Inzwischen gilt jedoch als gesichert, dass die Menge der Plaques im



Gehirn nicht mit der Schwere der AD korreliert, sondern dass 16sliche A[3-Spezi-
es, nicht aber Monomere, die toxischen Molekiile darstellen (McLean et al., 1999;
Lue et al., 1999; Hardy und Selkoe, 2002). Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese wur-
de gemiB diesen Erkenntnissen folgendermallen modifiziert dargestellt (Abbildung
1.4, nach Blennow et al. (2010)): Ausloser der Kaskade sind im Fall der familidren
AD Mutationen in APP- oder Presenilin-Genen, im Fall der sporadischen AD steht
die Alterung im Zusammenspiel mit genetischen und weiteren Risikofaktoren am
Anfang der Kaskade.

Familiare AD
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Duplikation des APP-Gens

— T~

Sporadische AD

Normale Alterung,
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Abbildung 1.4: Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese. Nach diesem Modell fiihrt sowohl
bei der familidren als auch bei der sporadischen AD ein Ungleichgewicht zwischen der
A-Produktion und dem A(-Abbau oder eine Fehlfaltung und die daraus resultierende
stirkere Neigung des A} zur Oligomerisierung zu einer Zunahme der Konzentration von
A[-Oligomeren. Daraus resultieren alle weiteren Symptome der AD, wie zum Beispiel die
Entstehung amyloider Plaques und die Bildung neurofibrilldrer Biindel sowie entziindliche
Reaktionen im Gehirn und neuronale und synaptische Fehlfunktionen, die letztendlich zu
kognitiven Beeintrachtigungen fithren. Nach Blennow et al. (2010).
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Bei beiden Formen der AD sind die Folgen eine kontinuierliche Erhohung der
A-Konzentration im Gehirn durch ein Ungleichgewicht von Produktion und Ab-
bau des A[3-Peptids oder eine inkorrekte Faltung des A[3. Beides fiihrt zu einer Zu-
nahme an 16slichen neurotoxischen A(3-Oligomeren und unldslichen Plaques. Der
Verlust von Synapsen und das Fortschreiten der Krankheit korrelierten hierbei mit
einer Zunahme von unloslichem A3 (McLean et al., 1999) und werden deshalb als
direkte oder indirekte Folge dieser erhthten A[3-Konzentration angesehen. Auch
die Hyperphosphorylierung von tau und die dadurch entstehenden neurofibrilldren
Biindel sind nach diesem Modell eine Folge der erhohten A [3-Konzentration.

Es ist jedoch zu betonen, dass es sich hierbei nur um eine Hypothese handelt, die
zwar durch viele Forschungsergebnisse der letzten Jahre gestiitzt wird, jedoch auch
noch deutlich Liicken aufweist. So ist zum Beispiel immer noch kein Mechanismus

bekannt, der die Toxizitdt von 16slichem A3 erklért.

1.1.4 Diagnose

1.1.4.1 Klinische Diagnose

Eine eindeutige Diagnose der AD kann bisher erst post mortem anhand des neuro-
pathologischen Nachweises von amyloiden Plaques und neurofibrilldren Biindeln in
den Gehirnen der Patienten gestellt werden (Ballard et al., 2011). Einer eindeutigen
und moglichst frithen Diagnose der AD kommt jedoch entscheidende Bedeutung zu
— nicht nur fiir die Patienten selbst, sondern auch fiir die Entwicklung und spétere
Anwendung von geeigneten Medikamenten. Da bisher keine eindeutige Diagnose
der AD erfolgen kann, ist es nicht moglich, die Zielgruppe von klinischen Studien
zum Testen von Medikamenten gegen AD genau festzulegen und den Krankheits-
verlauf wihrend der Studie zu verfolgen. Des Weiteren gilt eine friihe Behandlung
der AD — moglichst noch vor dem Auftreten von kognitiven Symptomen und der
irreversiblen Schidigung von Neuronen — als besonders aussichtsreich (Golde et al.,
2011).

Die iibliche Diagnose der AD erfolgt anhand von typischen Symptomen, ist je-
doch — abhingig von den genauen klinischen und neuropathologischen Kriterien die
zur Diagnose vor bzw. nach dem Tod der Patienten angewandt wurden — mit einer

Sensitivitdt von 70,9 bis 87,3 % und einer Spezifitit von nur 44,3 bis 70,8 % relativ
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ungenau (Beach et al., 2012).

Es gibt verschiedene Empfehlungen zur Diagnose und Klassifizierung der AD
(z.B. McKhann et al. 2011, ICD-10 der WHO 2010). Ublicherweise wird bei der
klinischen Diagnose der AD zunichst eine Demenz festgestellt, zum Beispiel an-
hand des MMSE (,,Mini-Mental-State-Examination’), eines kurzen Tests, der als
Interview mit Patienten durchgefiihrt wird, um deren kognitive Funktionen zu iiber-
priifen. Dieser Test besteht aus verschiedenen Fragen und Aufgaben. Fiir jede er-
folgreich absolvierte Aufgabe wird ein Punkt vergeben, maximal konnen 30 Punkte
erreicht werden. Patienten, die weniger als 25 Punkte erreichen, gelten als kognitiv
beeintridchtigt. Punktzahlen von unter 20 deuten auf eine Demenz des Patienten hin
(Folstein et al., 1975).

Neben der Untersuchung von kognitiven Funktionen werden neuropsychologi-
sche Tests durchgefiihrt, genetische Pradispositionen geklirt und Hintergrundinfor-
mationen zu den Patienten und deren Angehorigen erfragt (Mucke, 2009). Hierbei
ist eine Abgrenzung zu anderen Formen der Demenz und zur Depression wichtig.
Letzteres stellt eine grole Herausforderung dar (Beach et al., 2012). Zu diesem
Zweck konnen bildgebende Verfahren (das sogenannte ,,Brain Imaging*‘) zum Fest-
stellen einer Atrophie oder anderer Anzeichen von AD im Gehirn verwendet wer-
den, oder Liquorproben der Patienten werden auf bestimmte Biomarker untersucht

(Mucke, 2009). Beide Moglichkeiten werden in den nédchsten Abschnitten erldutert.

1.1.4.2 Brain Imaging

Unter dem Begriff Brain Imaging werden verschiedene bildgebende Verfahren zu-
sammengefasst, mit deren Hilfe direkt oder indirekt Struktur oder Aktivitit des Ge-
hirns dargestellt werden konnen (Gordon, 1999).

Durch Anwendung der Magnetresonanztomographie (MRT) kann die Struktur
von Gewebe sichtbar gemacht und so eine Atrophie des Gehirns bzw. bestimmter
Bereiche des Gehirns festgestellt werden. Mittels hoch-auflosender MRT konnte
gezeigt werden, dass die Atrophie ein geeigneter Marker fiir die AD und deren
Verlauf ist (Fox et al., 2000; Frisoni et al., 2010).

Mittels funktioneller Magnetresonanztomographie (fMRT) kann indirekt die neu-
ronale Aktivitit gemessen werden (Ogawa et al., 1990), wodurch schon in einem
frithen Krankheitsstadium Fehlfunktionen des Gehirns im Zusammenhang mit AD

detektiert werden konnen. Bisher wurden Untersuchungen mittels fMRT im Be-
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reich der AD-Forschung allerdings erst von wenigen Arbeitsgruppen durchgefiihrt
(Johnson et al., 2012). Die Studien zeigten verringerte Aktivitdt im Hippocampus
(z.B. Gron et al. 2002; Greicius et al. 2004) sowie erhohte Aktivitit im prafrontalen
Cortex von Patienten mit AD, letzteres eventuell zur Kompensation der verringerten
Aktivitidten in anderen Arealen (Grady et al., 2003).

Auch die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein bildgebendes Ver-
fahren, das in der Untersuchung und Diagnose der AD eingesetzt werden kann,
indem es radioaktiv markierte Substanzen im Korper sichtbar macht. Hier werden
insbesondere die beiden Substanzen '3F-fluorodeoxyglucose (FDG) und !!C-Pitts-
burgh compound B (PIB) hiufig eingesetzt. Die Verwendung von FDG-PET gibt
Aufschluss iiber den Glukose-Metabolismus und somit iiber die synaptische Akti-
vitdt. Mit dieser Methode konnte eine Verringerung des Glukose-Stoffwechsels im
Gehirn von Patienten mit AD (Minoshima et al., 1995) auch schon Jahre vor den
ersten klinischen Symptomen gezeigt werden (Mosconi et al., 2009). Mittels PIB-
PET konnen unlosliche amyloide Ablagerungen im Gehirn der Patienten sichtbar
gemacht werden. AD-Patienten zeigen eine deutlich stirkere PIB-Retention als ei-
ne Kontrollgruppe (Klunk et al., 2004). Der groBle Vorteil dieser Methode liegt in
der sehr frithen Detektion von Amyloiden mittels PET, deutlich vor dem Einsetzen

von kognitiven Beeintriachtigungen (Jack et al., 2013).

1.1.4.3 Molekulare Biomarker

Als Biomarker werden messbare Parameter bezeichnet, die als Indikatoren fiir bio-
logische Prozesse dienen, wie zum Beispiel die Entwicklung und das Fortschreiten
einer Krankheit (Blennow et al., 2010).

Im Falle der AD gelten neben Tests zur Bestimmung der kognitiven Fahigkei-
ten und den oben beschriebenen Methoden zum Brain Imaging insbesondere einige
in Korperfliissigkeiten vorkommende Molekiile als vielversprechende Biomarker.
Dabei wird der Biomarker-Gehalt meistens im Liguor cerebrospinalis, auch Zere-
brospinalfliissigkeit (CSF) genannt und im Folgenden als Liquor bezeichnet, ge-
messen. Durch den direkten Kontakt des Gehirns mit dem Liquor geht man davon
aus, dass sich biochemische Verinderungen des Gehirns auch im Liquor nachwei-
sen lassen (Blennow et al., 2010). Zusitzlich wird angestrebt, geeignete Biomarker
im peripheren Blut nachzuweisen (Geekiyanage et al., 2012; Doecke et al., 2012),

da Blutproben wesentlich einfacher und weniger invasiv als Liquorproben zu ent-
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nehmen sind. Bisher entdeckte Biomarker fiir AD im Blut sind jedoch entweder
nicht so zuverldssig wie die bisher gebrduchlichen Biomarker aus Liquor oder die

Validierung der Biomarker steht noch aus (Hampel et al., 2010).

Insbesondere drei Liquor-Biomarker wurden bisher vielfach untersucht: A34>

sowie Gesamt-tau und phosphoryliertes tau (Blennow, 2004; Hampel et al., 2010).

In vielen Studien konnte eine erhohte Konzentration von Gesamt-tau im Liquor
von AD-Patienten gegeniiber Kontrollgruppen beobachtet werden (Kanai et al.,
1998; Shaw et al., 2009; Sunderland et al., 2003). Die erhohte tau-Konzentration
spiegelt allerdings die neuronale und axonale Degeneration wider, ist also nicht spe-
zifisch fiir AD, sondern kann auch bei Patienten festgestellt werden, die aus anderen

Griinden von neuronaler Degeneration betroffen sind (Blennow, 2004).

Neben der Konzentration an Gesamt-tau im Liquor ist phosphoryliertes tau ein
Biomarker fiir die AD. Hampel et al. (2004) untersuchten die Konzentration von
phosphoryliertem tau-Protein mithilfe von Antikorpern, die spezifisch fiir drei ver-
schiedene phosphorylierte Epitope sind, und ermittelten eine erhohte Konzentration
des phosphorylierten tau aller drei Epitope in AD-Patienten gegeniiber einer nicht-
dementen Kontrollgruppe und einer weiteren Gruppe, die Patienten mit anderen De-

menzen umfasste.

Bei Autopsie-bestitigten AD-Patienten wurden mittels ELISA im Mittel gerin-
gere Konzentrationen von Af34; im Liquor nachgewiesen als bei einer Gruppe ko-
gnitiv normaler Kontrollpersonen. Die A [342-Konzentration im Liquor von Patien-
ten mit leichten kognitiven Beeintrdachtigungen lagen zwischen diesen beiden Grup-
pen (Sunderland et al., 2003; Shaw et al., 2009). Auch eine inverse Korrelation der
Menge an amyloiden Plaques im Gehirn und der A[342-Konzentration im Liquor
konnte nachgewiesen werden (Fagan et al., 2006; Tapiola et al., 2009). Obwohl die
Konzentration von A 49 keinen signifikanten Unterschied zwischen AD- und Kon-
trollgruppen aufweist, wird in manchen Studien das Verhiltnis von A4 zu AR4;
als genaueres Kriterium fiir die Diagnose oder den Verlauf von AD beschrieben als

die Konzentration von A[34; alleine (Shoji et al., 1998).

Als einzelner Marker gilt A4, als der genaueste zur Diagnose der AD (Welge
et al., 2009), jedoch kann keiner der drei hier vorgestellten Biomarker mit den bis-
herigen Methoden als alleiniger Indikator fiir die eindeutige Diagnose der AD und
die Abgrenzung zu anderen neurodegenerativen Krankheiten mit Demenz verwen-

det werden. Auch die Kombination von mehreren der hier vorgestellten Biomarker
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ermOglicht keine absolut sichere Diagnose der AD, erhoht jedoch deren Genauig-
keit (Welge et al., 2009; Andreasen et al., 2001; Maddalena et al., 2003). Fiir die
Kombination aller drei Biomarker wurde eine Sensitivitit von > 95 % und eine
Spezifitidt von > 85 % fiir die Diagnose der sporadischen AD festgestellt (Humpel,
2011). Hansson et al. (2006) konnten anhand der Kombination von der Gesamt-
tau- und der A[342-Konzentration mit einer Sensitivitdt von 95 % und einer Spe-
zifitdt von 83 % schon im Stadium einer leichten kognitiven Beeintrichtigung die

Entwicklung von AD vorhersagen.

1.1.4.4 Detektion von A3-Oligomeren als Biomarker

Da inzwischen als sicher gilt, dass 16sliche A(3-Oligomere, nicht aber Monomere
und unldsliche Plaques, neurotoxische Wirkung haben und dadurch den Verlauf der
AD beeinflussen oder sogar die AD auslésen konnten, gelten Ap-Oligomere als
vielversprechende Biomarker fiir die AD. Die oben beschriebenen, mittels ELISA
gemessenen, Konzentrationen von A [3 beziehen sich auf die gesamte Menge an A3,
oligomerisierte Spezies werden nicht von Monomeren unterschieden.

Es wurden bereits einige Studien iiber die Detektion speziell von A3-Oligo-
meren in humanem Liquor mit verschiedenen Methoden verdffentlicht. Viele dieser
Studien stellten eine hohere Oligomer-Konzentrationen in Liquor von AD-Patienten
gegeniiber Kontrollspendern fest (z.B. Sancesario et al. (2012); Herskovits et al.
(2013); Georganopoulou et al. (2005); Holttid et al. (2013)). Eine Beschreibung und
Diskussion dieser Methoden erfolgt in Abschnitt 5.

Eine Methode zur sensitiven Detektion einzelner Molekiile ist das sFIDA-Ver-
fahren, dessen Weiterentwicklung das Ziel dieser Arbeit ist. Nachfolgend werden
die Entwicklung und Funktionsweise des sFIDA sowie bisherige Ergebnisse be-

schrieben.

1.2 sFIDA

sFIDA steht fiir surface-based Fluorescence Intensity Distribution Analysis und ist
eine Methode, die schrittweise zur spezifischen und sensitiven Detektion von ein-

zelnen Aggregaten und Oligomeren entwickelt wurde.
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Pitschke et al. beschrieben bereits 1998, wie sie mittels FCS (fluorescence corre-
lation spectroscopy) einzelne A[3-Oligomere nachwiesen. Sie gaben Fluorochrom-
markiertes A3 zu Liquor von Patienten mit AD und von Kontrollspendern. Wenn im
Liquor A(3-Oligomere vorkommen, die als Seeds fungieren, werden diese schnell
weiter oligomerisieren und markiertes A[3 inkorporieren. Bei Messungen im FCS
diffundieren diese Fluorochrom-markierten A 3-Oligomere durch einen Laserfokus
und das vom Fluorochrom emittierte Licht wird detektiert. Bei diesem Experiment
wurde mit Liquor von Kontroll-Spendern nur ein schwaches Signal aus gelegent-
lichen kleinen Fluoreszenz-Signalen detektiert, die auf eine spontane Oligomeri-
sierung des markierten A[3s zuriickgefiihrt wurden. Mit Liquor aus AD-Patienten
dagegen wurden deutlich stirkere Fluoreszenz-Signale gemessen. Dieses Ergebnis
wurde auf das Vorkommen von Seeds im Liquor von AD-Patienten zuriickgefiihrt,
die die schnelle Polymerisierung des Fluorochrom-markierten A3 an die Seeds aus-

16sten.

Eine dhnliche Methode wurde von Bieschke et al. (2000) und Birkmann et al.
(2006) angewandt, um die pathogene Form des Prion-Proteins im Liquor von Pa-
tienten mit Creutzfeld-Jakob-Krankheit bzw. in Gehirnhomogenaten von BSE-infi-
zierten Rindern und Scrapie-infizierten Hamstern zu detektieren. Anstelle des oben
beschriebenen Seeding-Mechanismus mit markierten Peptiden verwendeten sie je-
doch zwei verschiedene und mit unterschiedlichen Fluorochromen markierte Anti-
korper. Nur bei gleichzeitiger Detektion beider Fluorochrome im FCS wurde ein Si-
gnal als Event gewertet, wodurch die Spezifitit dieser Methode verbessert wird. Die
Auswertung wurde als FIDA (Fluorescence-Intensity Distribution Analysis —,,Ana-

lyse der Verteilung der Fluoreszenzintensititen*) bezeichnet (Kask et al., 1999).

2007 veroffentlichten Birkmann et al. (2007) eine weitere Verdnderung zur Er-
hohung der Sensitivitit dieser Methode, die sie ,,surface-FIDA* nannten: Sie immo-
bilisierten die Prionen-Aggregate mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers auf einer
Glas-Oberflache und umgingen so das Problem, dass Aggregate in den FCS-Mes-
sungen entweder nur sehr langsam diffundieren oder zu Boden sinken und immer
nur ein kleiner Teil der Probe gemessen werden konnte. Nach der Immobilisierung
wurden wieder zwei verschiedene, mit unterschiedlichen Fluorochromen markierte
Detektionsantikorper auf die Oberfliche gegeben, die die Aggregate binden. Der
Aufbau entspricht also dem eines ELISAs, allerdings wurde im Gegensatz zum

ELISA nicht das Gesamt-Signal ausgelesen, sondern die Oberfliche wurde abges-
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cannt. Dort, wo Prionen-Aggregate auf der Oberfliche gebunden waren, wurde ein
kolokalisiertes Signal beider Fluorochrome aufgezeichnet. Mithilfe dieser Methode
konnten die Autoren anhand von Gehirnhomogenaten Scrapie-infizierte Hamster
von gesunden Hamstern und BSE-infizierte Rinder von gesunden Rindern unter-
scheiden, auBerdem waren die Standardabweichungen der Ergebnisse gegeniiber
der FCS-Messung in Fliissigkeit deutlich verringert. Des Weiteren untersuchten sie
Liquorproben von BSE-infizierten Rindern und konnten in 5 von 8 Fillen Prion-

Protein-Aggregate nachweisen.

Funke et al. verdffentlichten 2007 und 2008 die Anwendung des surface-FIDA
zur Detektion von Af3-Oligomeren aus synthetischem A3 oder in Liquorproben.
Um keine Monomere zu detektieren, die in hoher Konzentration auch im Liquor
gesunder Menschen vorkommen, wihlten die Autoren zwei der verwendeten Anti-
korper (einen zur Immobilisierung und einen der beiden Detektionsantikrper) so
aus, dass die Epitope iiberlappten. So kann neben dem Immobilisierungs-Antikor-
per maximal einer der beiden Detektionsantikorper an Monomeren binden und es
kommt kein kolokalisiertes Signal beider Fluorochrome zustande. Oligomere da-
gegen konnen mehrere Detektionsantikdrper binden. An jedem Oligomer, an dem
beide Detektionsantikorper binden, wird ein kolokalisiertes Signal beider Fluoro-
chrome detektiert. In ersten Anwendungen des surface-FIDA mit menschlichem
Liquor konnte in den genannten Verdffentlichungen gezeigt werden, dass bei Mes-
sungen mit Liquor von AD-Patienten mehr kolokalisierte Signale auftraten als bei

Liquor von Kontroll-Spendern.

2010 wurde iiber die Umstellung von FCS hin zur Laser-Scanning-Mikroskopie
(LSM) berichtet (Funke et al., 2010) und in einer neueren Veroffentlichung sind
weitere Optimierungen des Assays und die damit erzielten Ergebnisse mit humanen
Liquorproben beschrieben (Wang-Dietrich et al., 2013). In dieser Arbeit wurde die
Glasoberfldche kovalent mit Dextran bedeckt, um unspezifische Wechselwirkungen
von Probenbestandteilen mit dem Glas zu vermeiden. An das Dextran wiederum
wurden A [3-spezifische Immobilisierungs-Antikorper kovalent gebunden. Als Er-
gebnis (readout) des Assays gelten nach der Umstellung von FCS auf LSM nun
nicht mehr Fluoreszenz-Signale, sondern die Anzahl an Pixeln, die heller sind als
das Hintergrundsignal. Wang-Dietrich et al. demonstrierten mit diesem Assay ein

eindeutig Oligomer-spezifisches Testsystem, das signifikante Unterschiede in den
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gemessenen Oligomer-Konzentrationen in Liquorproben von AD-Patienten gegen-

iber den Proben einer Kontrollgruppe zeigte.

Abbildung 1.5 zeigt schematisch den Aufbau des inzwischen als sFIDA bezeich-

neten Assays.

>

Abbildung 1.5: Schematischer Aufbau des SFIDA. Auf einer Glasplatte, in hellgrau dar-
gestellt, sind vernetzte Dextran-Molekiile (schwarze Linien) kovalent gebunden, an die wie-
derum Af3-spezifische Immobilisierungs-Antikorper gebunden sind (dunkelgraue Y-Sym-
bole). In der Probe vorhandene A{3-Oligomere (in braun dargestellt) binden an die Im-
mobilisierungs-Antikorper. Die Detektionsantikorper (hellgraue Y-Symbole) sind mit zwei
verschiedenen Fluorochromen (rote und griine Sterne) markiert. Nach der Vorbereitung der
Oberfliche wird diese mit Lasern (in hellblau dargestellt) der entsprechenden, zu den Fluo-
rochromen passenden Wellenldngen gescannt. An den Stellen, an denen die Laser Oligo-
mere und die daran gebundenen Fluorochrome scannen, entstehen fluoreszente Signale mit
den entsprechenden spezifischen Wellenldngen der beiden Fluorochrome. Nur dort, wo ein
Signal beider Fluorochrome detektiert wird, werden die entsprechenden Pixel als positive
Pixel gewertet und tragen zu dem Endergebnis — dem readout — des Assays bei.
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2. Zielsetzung

Weltweit sind etwa 5-7 % aller iiber 60-jdhrigen von einer Demenz betroffen. Die
hiufigste Form der Demenz ist die AD, deren genaue Diagnose und Abgrenzung
zu anderen Demenzen bisher erst nach dem Tod der Patienten erfolgen kann. Eine
eindeutige und moglichst frithe Diagnose der AD wire jedoch von entscheidender
Bedeutung: Einerseits fiir die Entwicklung von Medikamenten und andererseits um
die Therapie der AD mit diesen Medikamenten einleiten zu kénnen, noch bevor
Neuronen irreversibel geschddigt werden und kognitive Beeintrichtigungen des Pa-

tienten auftreten.

Ein charakteristisches Merkmal der AD im Gehirn von Patienten sind Plaques
aus Af3. Studien deuten jedoch darauf hin, dass es nicht die groen unloslichen
Plaques, sondern kleinere, 16sliche A 3-Oligomere sind, die neurotoxische Wirkung
besitzen und deshalb eine bedeutende Rolle in der Krankheitsentstehung der AD
spielen konnten (Haass und Selkoe, 2007). Aus diesem Grund gelten A 3-Oligomere
in Korperfliissigkeiten als moglicher Biomarker fiir die friihe Diagnose der AD
(Blennow et al., 2010).

Der in dieser Arbeit verwendete sFIDA-Assay basiert auf der sensitiven und spe-

zifischen Detektion einzelner A3-Oligomere.

Der sFIDA soll in der vorliegenden Arbeit optimiert werden. Dafiir werden ein-
zelne Schritte des sFIDA-Protokolls iiberpriift und nach Mdoglichkeit so verédndert,
dass das Verhiltnis von Nutzsignal zu Hintergrundsignal und somit die Sensitivitét
des Assays fiir AB-Oligomere verbessert wird. Das optimierte Protokoll soll an-
schliefend anhand von Liquor-Proben von Patienten mit AD und Kontrollspendern
getestet werden. Die hierbei erzielten Ergebnisse werden im Hinblick auf Unter-

schiede zwischen dem Liquor von AD- und Kontrollspendern untersucht.
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Des Weiteren soll eine Machbarkeitsstudie durchgefiihrt werden: Hier wird ge-
priift, ob zum Nachweis der A[3-Oligomere im sFIDA anstelle der herkommlichen
Analyse durch die Kolokalisation zweier Fluorochrom-markierter Detektionsanti-
korper auch das resultierende FRET-Signal der beiden Fluorochrome verwendet

werden kann.

Ein weiteres Teilprojekt beschiftigt sich mit der Herstellung von stabilisierten
A3-Oligomeren fiir den Einsatz im sFIDA. Dazu soll eine geeignete Methode ent-
wickelt werden, um die A 3-Peptide einzelner Oligomere kovalent zu vernetzen. Die
stabilisierten Oligomere sollen biochemisch und biophysikalisch charakterisiert und
schlieBlich im sFIDA-Assay als Standardmolekiil getestet werden.

Folgende Eigenschaften der Oligomere sind dabei wiinschenswert: Sie sollen ei-
ne definierte Grofle aufweisen, bei mehrmonatiger Lagerung unverindert bleiben,
und die Bindung der Oligomere durch die im sFIDA verwendeten Antikdrper muss
trotz der Stabilisierung gewdhrleistet sein. Nur dann konnen die stabilisierten Oli-
gomere als Standardmolekiile und zur weiteren Optimierung und Validierung des
sFIDA dienen.



3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3.1: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien. (UZ = Ultrazentrifugation)

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

1,5 ml Zentrifugenrdhrchen (fiir UZ)

15 ml Zentrifugenréhrchen

50 ml Zentrifugenréhrchen

Any kD Mini-PROTEAN TGX Gel
Einmal-Nitril-Handschuhe Format Blue
Fusselfreie Tiicher: Kimtech Science
Kupfernetz S160 fiir die Elektronenmikroskopie
Kiivetten Uvette

Pasteur-Pipetten aus Glas

Polyallomer Centrifuge Tubes (11x34 mm, fiir UZ)
Protein LoBind Tube 1,5 ml

Protein LoBind Tube 5 ml

SealPlate film

Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Devices, 20K MWCO, 0,5 ml

Spritzen Ecoject Plus

Spritzenfilter PVDF (0,22 pm)

Zeba Spin Desalting Columns, 40K MWCO, 2ml
Zentrifugen-Sédulen 2 ml

Beckmann Coulter (Pasadena, USA)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Unigloves (Troisdorf-Spich, Deutschland)
Kimberly-Clark (Dallas, USA)

Plano GmbH (Wetzlar, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Brand (Wertheim, Deutschland)
Beckmann Coulter (Pasadena, USA)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)
Dispomed (Gelnhausen, Deutschland)
Carl Roth (Karslruhe, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)
Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)
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3.1.2 Chemikalien

Tabelle 3.2: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien.

Chemikalie

Hersteller

[3-Mercaptoethanol

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)

AR

Albumin Fraktion V (BSA) >98 %
Bromphenol Blau

CM-Dextran sodium salt BioXtra
Dimethylsulfoxid (DMSO) >99,5 %
Di-Natriumhydrogenphoshat Dihydrat >99,5 %
Essigsdure (100 %)

Ethanol (96 %)

Ethanol absolut

Ethanolamin >99,5 %
Ethanolamin-Hydrochlorid >99,0 %
Fetales bovines Serum (FBS)
Formaldehyd

Glycerin

Hexafluorisopropanol (HFIP)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat >99 %
Kaliumhexacyanoferrat (K3Fe(CN)g)
Milchpulver: Nonfat dried milk powder
Natriumazid

Natriumbicarbonat

Natriumcarbonat (Na,CO3)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid (NaOH) >99 %
Natriumthiosulfat (NayS,03)
N-Hydroxysuccinimid (NHS) 98 %
Page Ruler unstained broad range protein ladder
Saccharose

Schwefelsdure (96 %)

SDS Pellets >99 %

Silbernitrat (AgNO3)

Tris Buffer grade

Tween 20

Uranylacetat

Wasserstoffperoxid (30 %)

Sigma (St. Louis, USA)

Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Bachem (Bubendorf, Schweiz)

Carl Roth (Karslruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Carl Roth (Karslruhe, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
VWR (Darmstadt, Deutschland)

VWR (Darmstadt, Deutschland)
Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
Carl Roth (Karslruhe, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth (Karslruhe, Deutschland)
Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth (Karslruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth (Karslruhe, Deutschland)
Sigma (St. Louis, USA)

Aldrich Chemistry

Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)
Sigma (St. Louis, USA)

Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Carl Roth (Karslruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

3.1.3 Puffer und Losungen

Wenn nicht anders angegeben, wurde in dieser Arbeit Milli-Q Wasser (erzeugt

durch die Millipore-Anlage; Wasserwiderstand: 18,2 MQ-cm) verwendet.

Alle Puffer wurden vor der Verwendung autoklaviert (20 min, 1,2 bar, 121 °C).
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Tabelle 3.3: In dieser Arbeit verwendete Puffer und Losungen.

Puffer Zusammensetzung/Hersteller

40 % Glycerin, 0,5 % Bromphenolblau Na-Salz, 8 % SDS,
0,225 mM Tris (pH 6,8), 8 % (3-Mercaptoethanol

Dulbecco’s PBS (10x) GE-Healthcare (Uppsala, Schweden)

4x Lammli-Probenpuffer

Laufpuffer (fiir SDS-Gele) 25 mM Tris, 250 mM Glycin
137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,8 mM KH,POy,

PBS 10 mM Na,HPO4 x 2 H,O, pH 7,4

Piranha-Losung 3 Teile Schwefelsdure (96 %) + 1 Teil Wasserstoffperoxid (30 %)
SEC-Puffer 50 mM Natriumphosphat (pH 7,4), 150 mM NaCl, 0,6 % Tween
TBS 136 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 24,7 mM Tris, pH 7,4

TBST TBS + 0,05 % Tween

3.1.4 Kits und Antikorper

Tabelle 3.4: In dieser Arbeit verwendete Kits.

Kit Hersteller

Alexa Fluor (AF) 546 Monoclonal Antibody Labeling Kit Life Technologies (Carlsbad, USA)

Alexa Fluor (AF) 633 Protein Labeling Kit Life Technologies (Carlsbad, USA)

Alexa Fluor (AF) 647 Monoclonal Antibody Labeling Kit Life Technologies (Carlsbad, USA)
Antibody Clean-up Kit Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)
Atto488 (NHS-Ester) ATTO-TEC (Siegen, Deutschland)
Atto647 (NHS-Ester) ATTO-TEC (Siegen, Deutschland)
ExtraSense BCA Protein Assay Kit BioVision, Inc. (Milpitas, USA)

Gel Filtration Calibration Kit HMW GE-Healthcare (Uppsala, Schweden)

Gel Filtration Calibration Kit LMW GE-Healthcare (Uppsala, Schweden)

Zenon Alexa Fluor (AF) 405 Mouse IgG2a Labeling Kit ~ Life Technologies (Carlsbad, USA)
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Tabelle 3.5: In dieser Arbeit verwendete Antikorper.

Antikorper Hersteller

6E10
6E10-Alexa Fluor (AF) 488

IC16

Covance (Princeton, USA)
Covance (Princeton, USA)

Prof. Dr. Carsten Korth, Institut fiir Neuropathologie der Medi-

zinischen Fakultit (Universitét Diisseldorf, Deutschland)

Nab228

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

3.1.5 Geriate

Tabelle 3.6: In dieser Arbeit verwendete Gerite

Gerit

Hersteller

AKTApurifier 900
ChemiDoc MP Imaging System

Elektrophorese-Kammer Mini Protean Tetra Cell

Elektrophoresis Power Supply - EPS 1001
Feinwaage AB54

Lambda 25 UV/VIS Spectrometer
Millipore-Anlage

pH-Meter MP 220

Plasmacleaner Zepto

Refraktometer AR4

Rotor TLS-55

Speedvac: Concentrator 5301

Spritze (gasdicht)

SuperDex-Saule 75 10/300

ThermoMixer C

TIRF-Mikroskop AM TIRF MC
Tischzentrifuge
Transmissions-Elektronenmikroskop Libra 120
Ultrazentrifuge Optima MAX-XP
Mikroplatten-Washer 405 Select LS
Zentrifuge 5427 R

Zentrifuge 5804 R

GE-Healthcare (Uppsala, Schweden)
Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
GE-Healthcare (Uppsala, Schweden)
Mettler-Toledo (Columbus, USA)
Perkin-Elmer Instruments (Waltham, USA)
Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
Mettler-Toledo (Columbus, USA)

Diener electronic (Ebhausen, Deutschland)
Kriiss (Hamburg, Deutschland)

Beckmann Coulter (Pasadena, USA)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Hamilton (Reno, USA)

GE-Healthcare (Uppsala, Schweden)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Leica Microsystems (Wetzlar, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Carl Zeiss AG (Jena, Deutschland)
Beckmann Coulter (Pasadena, USA)
BioTek (Winooski, USA)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
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3.1.6 Software

Tabelle 3.7: In dieser Arbeit verwendete Software.

Software Hersteller/Entwickler

Adobe Photoshop 5 CS5 Adobe Systems (San Jose, USA)

Fiji Schindelin et al. (2012) (basiert auf ImagelJ)

GIMP 2.8 Spencer Kimball, Peter Mattis und das GIMP-Entwicklerteam
ImageJ National Institutes of Health (Bethesda, USA)

JabRef 2.9.2 Morten O. Alver, Nizar N. Batada u. a.

LAS AF Leica Microsystems (Wetzlar, Deutschland)
LibreOffice (Draw) 4.2.5.2 The Document Foundation

LyX2.1.1 LyX-Team

Microsoft Office 2010 (Excel) Microsoft (Redmond, USA)

MikTex 2.9 Christian Schenk

OriginPro 8.5.0 OriginLab Corporation (Northampton, USA)

sFIDAta Fabian Dreflen, Yvonne Herrmann, Johannes Willbold
TeXnicCenter 2.02 The TeXnicCenter Team

3.1.7 Multiwellplatten aus Glas

Die Rahmen vieler Multiwellplatten bestehen aus Polystyrol. Da A3 dafiir bekannt
ist, an Polystyrol zu binden (Lewczuk et al., 2006), wurden im sFIDA zur Detektion
von A3-Oligomeren nur Multiwellplatten verwendet, die vollstindig aus Glas be-
stehen. Diese Glasplatten lassen sich einheitlich beschichten, um die unspezifische
Bindung von Af3 an der Glasoberfliche zu verhindern.

Zu Beginn dieser Arbeit wurden sogenannte ,,Mikroglas-Platten* der Firma mi-
kroglas chemtech (Langen, Deutschland) verwendet, die als Sonderanfertigung fiir
die Verwendung im sFIDA hergestellt wurden (Wang-Dietrich, 2012). Diese Glas-
platten haben 384 Vertiefungen mit einem Durchmesser von je 3,5 mm und einer
Hohe von 6 mm. Diese Vertiefungen, im Folgenden als Wells bezeichnet, haben
also jeweils eine Fliche von 9,6 mm? und ein Volumen von 57 ul. Auf dem aus
0,17 mm dickem Borosilikatglas bestehenden Boden der Glasplatte sind drei per-
forierte Glasplatten (mit je 2 mm Schichtdicke) mit je 384 Lochern ausschlielich
durch Hitze und ohne Verwendung von Klebstoffen befestigt. Weil die GroBe die-
ser Platten nicht den Standardmafen von Multiwellplatten entspricht, wurde von
der Zentralabteilung fiir Technologie (ZAT) im Forschungszentrum Jiilich ein Alu-
miniumrahmen hergestellt, der als Adapter dient um die Glasplatte auf dem Mikro-

skopiertisch zu befestigen.
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Durch die Produktion der Glasplatten ohne Verwendung von Klebstoffen wird
ausgeschlossen, dass Klebstoff in die Wells gelangen kann — etwa durch unsaube-
re Verklebung oder weil Klebstoff durch die im Assay verwendeten Chemikalien
gelost wird. Klebstoff in den Wells stellt eine Verunreinigung dar und kann durch
Autofluoreszenz oder Bindung von verschiedenen im sFIDA eingesetzten Reagen-
zien zu Artefakten fithren. Die Befestigung der verschiedenen Komponenten aus
Glas durch Hitze und Druck fiihrt allerdings dazu, dass der Boden der Glasplatten
nicht ganz eben ist. Bei der Messung durch TIRF-Mikroskopie, bei der die Bo-
denstérke der Glasplatte und der Einfallswinkel des Laserstrahls auf die Glasplatte
entscheidende Bedeutung fiir die Eindringtiefe des Lichts in das Probenvolumen
haben, fiihrt das zu einer ungleichmifBigen Ausleuchtung der Fléiche.

Um dieses Problem zu umgehen, wurden spezielle, bei der ZAT gefertigte Glas-
platten fiir den sFIDA verwendet; diese Glasplatten werden im Folgenden als ZAT-
Glasplatten bezeichnet. Sie wurden mit den Standardmaflen von Multiwellplatten
angefertigt (127,76x85,48 mm) und haben 96 Wells im Abstand von je 9 mm. Jedes
Well hat einen Durchmesser von 3,5 mm, eine Oberfliche von 9,6 mm? und ein Vo-
lumen von 52,8 ul. Diese Glasplatten werden hergestellt, indem eine 5,5 mm starke
Glasplatte mit 96 gebohrten Lochern auf einer 0,17 mm dicke Glasplatte mithilfe
eines UV-Klebers befestigt wird. Dieser Kleber hirtet unter Bestrahlung mit UV-
Licht aus und wird nicht durch die im sFIDA verwendeten Chemikalien gelost.

Welche der hier beschriebenen und in Abbildung 3.1 gezeigten Glasplatten fiir

die einzelnen Versuche jeweils verwendet wurden, ist an entsprechender Stelle im

experimentellen Teil vermerkt.

Abbildung 3.1: In dieser Arbeit verwendete Multiwellplatten aus Glas. A: ZAT-Platte,
B: Mikroglas-Platte mit dem von der ZAT gefertigten Adapter aus Aluminium.
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3.2 Methoden

3.2.1 Vorbereitung des A3

Lyophilisiertes, synthetisches A31_47 der Firma Bachem wurde zunichst in einer
Konzentration von 0,5 mM in Hexafluorisopropanol (HFIP) iiber Nacht inkubiert.
Am néchsten Tag wurde das A3 mit Hilfe einer gasdichten Spritze in Protein low-
binding Reaktionsgefifle aliquotiert. Die Aliquots wurden entweder direkt weiter-
verwendet oder bei —80 °C bis zur Verwendung eingefroren.

Vor der Verwendung wurde das HFIP 1 h bei 30°C ohne Rotation in der Speed-

vac verdampft. Danach kann das A3 zur Oligomerisierung in PBS gelost werden.

3.2.2 Praparation von A 3-Aggregaten

Das gemill den Angaben in Abschnitt 3.2.1 vorbereitete A3;_4, wurde in einer
Konzentration von 100 uM in PBS gelost und mindestens 3 h bei Raumtemperatur
oder 1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. In dieser Zeit bilden sich im PBS
16sliche Oligomere und unldsliche Aggregate, die nicht ndher untersucht wurden

und im Folgenden als ,,A[3-Aggregate* bezeichnet werden.

3.2.3 Priparation von ,,SEC-Oligomeren*

»SEC-Oligomere* wurden mittels Grolenausschluss-Chromatographie (engl.: size
exclusion chromatography, abgekiirzt SEC) von Monomeren getrennt. Dafiir wur-
den zunichst 250 ng AP_4p wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben vorbereitet. Das
AP wurde in 530 pl SEC-Puffer gelost und 10 min bei 37°C (ohne Schiitteln)
inkubiert. Die Probe wurde 30 s mit 20.000 g zentrifugiert; direkt im Anschluss
450 ul des Uberstands auf die an der AKTA angeschlossene Siule (SuperDex 75
10/300) aufgetragen. Die Flussrate (SEC-Puffer) betrug 0,6 ml. Die erste protein-
haltige Fraktion mit den Oligomeren wurde aufgefangen und die A 3-Konzentration

mittels BCA-Assay (Durchfiihrung: Maren Hiilsemann) bestimmt.

3.2.4 Reinigung der Mikroglas-Platten mit Piranha-Losung

Vor ihrer Wiederverwendung wurden die Mikroglas-Platten mit Piranha-Losung ge-

reinigt. Dafiir wurde zu 3 Teilen 96 %iger Schwefelsdure langsam ein Teil Was-
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serstoffperoxid gegeben. Nach vorsichtiger Mischung wurde die Losung auf die
Mikroglas-Platten getrdufelt, bis alle Wells gefiillt und die Platte vollstindig be-
netzt war. Eventuelle Luftblasen in den Wells wurden mit Hilfe einer Pasteur-Pi-
pette aus Glas entfernt. Die Losung wurde 30 min inkubiert, anschlieBend wurden
Platte und Wells lange und griindlich mit VE-Wasser, zum Schluss mit Millipore-
Wasser, gespiilt. Die Platten wurden mit den Well6ffnungen nach unten getrocknet,

um zu vermeiden, dass Staub in die Wells gelangt.

3.2.5 Fluorochrom-Markierung von Antikorpern

Der Antikorper 6E10 wurde mit den Fluorochromen Alexa Fluor 488 oder Atto
488 im sFIDA eingesetzt, der Antikorper IC16 mit den Fluorochromen Alexa Fluor
633, Alexa Fluor 647 oder Atto 647N. 6E10-Alexa Fluor 488 wurde kommerziell
von der Firma Covance bezogen, fiir alle anderen Kombinationen aus Antikorpern
und Fluorochromen wurde die Markierung im eigenen Haus durchgefiihrt.

Vor der Markierung der Antikorper mit Fluorochromen wurde eventuell vorhan-
denes Natriumazid durch Dialyse gegen PBS entfernt.

Die Markierung mit dem Fluorochrom Alexa Fluor 647 erfolgte mit dem ,,Alexa
Fluor 647 Monoclonal Antibody Labeling Kit“, die Markierung mit Alexa Fluor
633 mit dem ,,Alexa Fluor 633 Protein Labeling Kit* nach Herstellerangaben. Nach
Aufreinigung der Fluorochrom-markierten Antikdrper wurde die Antikorper-Kon-
zentration und die Markierungseffizienz (durchschnittliche Anzahl Fluorochrome
pro Antikorper) anhand des Absorptionsspektrums berechnet.

Fiir die Markierung der Antikorper mit Atto 488 und Atto 647N wurden mit
NHS-Estern modifizierte Fluorochrome verwendet. Zu dem Antikorper wurde ein
Zehntel des Gesamtvolumens Natriumbicarbonat (1 M, pH 9) gegeben. Dann wurde
das Atto-Fluorochrom im 5-fachen molaren Uberschuss zu dem Antikorper gege-
ben, gut gemischt und 1 h bei Raumtemperatur und vor Licht geschiitzt unter Schiit-
teln inkubiert. Die Reinigung erfolgte mit Gelfiltrations-Sdulen, gefiillt mit 1,5 ml
der Komponente C (Purification Resin) aus dem Alexa Fluor 647 Monoclonal An-
tibody Labeling Kit. Die Matrix wurde bei 1.000 g fiir 1 min zentrifugiert. Nach
dem Auftragen des Gemischs aus Antikérpern und Fluorochromen wurde 3 min
bei 1.000 g zentrifugiert. Antikorper mit gebundenen Fluorochromen befinden sich
danach im Durchfluss, wihrend freier Farbstoff im Sdulenmaterial verbleibt. Auch

hier wurden durch Absorptionsmessung die Proteinkonzentration und die Markie-
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rungseffizienz der im Durchfluss enthaltenen markierten Antikorper bestimmt.
Mit welchen Fluorochromen die Detektionsantikdrper in den jeweiligen Versu-

chen markiert waren, ist an entsprechender Stelle vermerkt.

3.2.6 Produktion und Charakterisierung stabilisierter A[3-Oli-

gomere (,, KK-Oligomere*)

3.2.6.1 Herstellung von KK-Oligomeren aus A3;_4,

Es wurde zunichst eine Losung mit 62,5 % (w/v) Saccharose in PBS hergestellt.
Aus dieser Losung wurden alle anderen, fiir den Dichtegradienten benotigte Losun-
gen mit geringeren Saccharose-Konzentrationen hergestellt. StandardméfBig wurde
den Fraktionen mit 10 bis 50 % Saccharose zusitzlich 200 mM EDC und 100 mM
NHS zugefiigt (Abweichungen sind an entsprechender Stelle im experimentellen
Teil notiert). Tabelle 3.8 zeigt die eingesetzten Konzentrationen und Volumina der
verschiedenen Fraktionen. Der Dichtegradient wurde zunichst in Zentrifugenrohr-
chen vorsichtig geschichtet, angefangen mit der hdchsten Saccharose-Konzentration
hin zu den geringeren Konzentrationen. Schlielich wurden 200 pl Probe (Af31_42,
vorbereitet wie in 3.2.1 beschrieben, danach 80 uM in PBS gel6st und 45-70 min

bei Raumtemperatur vorinkubiert) vorsichtig auf den Dichtegradienten geschichtet.

Tabelle 3.8: Saccharose-Konzentrationen und Volumina der einzelnen Fraktionen in der
Dichtegradientenzentrifugation zur Produktion von quervernetzten A [3-Oligomeren

Saccharosekonzentration Volumen

in PBS (% w/v) (ub)
5 100
10 300
15 300
20 300
25 200
30 200
40 200
50 100

Die anschlieBende Ultrazentrifugation erfolgte im Ausschwing-Rotor TLS-55
fir 3 h 10 min bei 259.000 g und 4°C, die Beschleunigung wurde auf 8 einge-

stellt (1 ist die schnellste, 9 die langsamste Beschleunigung), die Bremse wurde
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ausgeschaltet (Einstellung ,,Coast*).

Nach dem Ende der Zentrifugation wurden Fraktionen mit je 150 ul sehr sorgfil-
tig von oben nach unten entnommen und in dieser Reihenfolge mit den Nummern
1-13 benannt. Sofern dem Gradienten EDC und NHS zugefiigt worden war, wurde
jede der Fraktionen mit 30 pl Ethanolamin-Hydrochlorid gemischt, um die Quer-

vernetzung des A[3 zu stoppen.

3.2.6.2 Reinigung der KK-Oligomere

Um Saccharose, EDC, NHS und Ethanolamin-Hydrochlorid aus den Fraktionen mit
den stabilen Oligomeren zu entfernen, wurden die Fraktionen zunichst mit Entsal-
zungssdulen (40 kDa Ausschlussgrenze) nach Herstellerangaben gereinigt. Als Puf-
fer wurde PBS verwendet. Im Anschluss wurden die Fraktionen 3x mindestens 8 h

gegen je 2 1 PBS dialysiert (mit 20 kDa Ausschlussgrenze).

3.2.6.3 Lagerung der KK-Oligomere

Die KK-Oligomere wurden in Aliquots bei —20°C eingefroren.

3.2.6.4 SDS-PAGE und Silberfiarbung

SDS-PAGE (Natriumdodecysulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ist eine Metho-
de zur Analyse von Proteinen. Zunichst werden die Proteine mit Lammli-Proben-
puffer versetzt und aufgekocht. Durch die Hitzedenaturierung werden die Proteine
linearisiert. Durch die Anwesenheit von negativ geladenem SDS, welches an das
Proteinriickgrat bindet (1 Molekiil SDS pro 2 Aminosiuren), bleibt diese Lineari-
sierung auch nach dem Abkiihlen der Proben erhalten. Im Anschluss werden die
so vorbereiteten Proteine auf ein Gel aufgetragen und ein elektrisches Feld ange-
legt, das zur Migration der negativ geladenen Proben durch das Gel fiihrt. Diese
Elektrophorese erlaubt eine Auftrennung der Proteine im Wesentlichen nach deren
Molekiilmasse, die durch die Linearisierung proportional zur Kettenlidnge ist. Bei
Molekiilen, die sich aufgrund ihrer kovalenten Quervernetzung nicht linearisieren
lassen, ist die Auftrennung allerdings auch von der Konformation und der Menge
an gebundenem SDS abhingig.

Die Silberfarbung ist ein sensitives Verfahren zur Visualisierung von Protei-

nen in Polyacrylamid-Gelen. Silber-lonen aus Silbernitrat binden dabei an Prote-
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ine im Gel. Durch Formaldehyd werden die Silber-Kationen reduziert, was zu einer
dunklen Féirbung der Proteine im Gel fiihrt.

Es wurden Polyacrylamid-Gele (,,Any kD MINI*) verwendet. 11 pul Probe wur-
den jeweils mit 4 pl Limmli-Probenpuffer gemischt und 10 min bei 95 °C inkubiert.
Das gesamte Volumen wurde als Probe in die Geltaschen aufgetragen. Als Protein-
marker wurden 1,3 pl PageRuler unstained broad range ladder verwendet. Die Gele
wurden nach Herstellerangaben bei 200 V mit maximal 50 mA pro Gel fiir etwa
30 min laufen gelassen. Im Anschluss wurden die Gele kurz mit voll-entsalztem
(VE-) Wasser abgespiilt und in Fixierlosung (50 % Ethanol, 10 % Essigsdure) iiber
Nacht unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend erfolgte die SDS-Entfernung (10 %
Ethanol und 5 % Essigsiure, 2x 5 min). Die Gele wurden 1 min in Farmers Reagenz
(50 mg Nap,CO3, 150 mg K3zFe(CN)g, 300 mg Na;S,03 in 100 ml Wasser) inku-
biert, 3x 20 s mit Wasser gewaschen, 20 min in 0,012 M Silbernitratlosung geférbt,
erneut 3x 20 s gewaschen und anschlieBend entwickelt (0,28 M Na; CO3 mit 0,05 %
frisch hinzugefiigtem Formaldehyd). Sobald die gewiinschte Intensitéit der Protein-
banden erreicht war, wurde die Entwicklungslosung entfernt und 1 % Essigsdure

auf die Gele gegeben, um die Reaktion zu stoppen.

3.2.6.5 BCA-Assay zur Bestimmung der Protein-Konzentration

Zur Bestimmung von Protein-Konzentrationen wurde das Kit ,,ExtraSense BCA
Protein Kit*“ der Firma BioVision verwendet. Die Durchfiihrung des Assays (nach
Herstellerangaben) erfolgte durch Christina Linnartz. Als Proben wurden die iiber
Entsalzungssédulen und mittels Dialyse gereinigten Fraktionen mit KK-Oligomeren

in einer 1:3 Verdiinnung in PBS eingesetzt.

3.2.6.6 Transmissions-Elektronenmikroskopie

20 pl Probe wurde 3 min auf dem Kupfernetz inkubiert, im Anschluss wurde die
tiberschiissige Fliissigkeit vorsichtig und ohne das Kupfernetz zu beschidigen mit
Hilfe von Whatman-Filterpapier entfernt. Das Kupfernetz wurde 3x gewaschen, in-
dem jeweils 20 ul Wasser auf das Kupfernetz pipettiert und direkt wieder durch
Whatman-Filterpapier entfernt wurden. 5 pl Uranylacetat (2 % w/v in Wasser) wur-
de auf das Kupfernetz gegeben und direkt wieder entfernt, weitere 5 pl wurden
1 min auf dem Kupfernetz inkubiert. Nach der Entfernung des Uranylacetats wur-

de das Kupfernetz vor Staub geschiitzt an der Luft getrocknet. Die Bedienung des
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TEM und die Aufnahmen der Bilder erfolgten durch Maren Hiilsemann und Anto-

nia Klein.

3.2.7 Vorbereitung der Oberfliche nach dem sFIDA-Protokoll

3.2.7.1 Allgemeine Ubersicht

Da der sFIDA-Assay im Laufe dieser Arbeit permanent weiterentwickelt und opti-
miert wurde, hat sich auch das Protokoll zur Vorbereitung der Oberfldche kontinu-
ierlich veridndert. Die generelle Vorgehensweise blieb jedoch die gleiche:

Zunichst wurde die Glasoberfldche gereinigt und aktiviert, sodass CM-Dextran
kovalent auf der Oberflache binden konnte. Auf dieser Dextran-Matrix wurden anti-
A3-Antikorper immobilisiert und im Anschluss eventuell noch auf der Oberfldche
vorhandene reaktive Gruppen inaktiviert. Wihrend der anschlieBenden Inkubation
der Probe auf dieser Oberfliche wurde in der Probe enthaltenes A3 von den Anti-
korpern gebunden und dadurch auf der Oberfliche immobilisiert. SchlieBlich wur-
den zwei verschiedene, mit unterschiedlichen Fluorochromen markierte Antikdrper
auf die Oberflache gegeben. Diese Fluorochrom-markierten Antikorper binden das-
selbe Epitop von A3 wie der Antikdrper zur Immobilisierung des A[3.

Im Folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte detailliert beschrieben. Dabei
werden zwei verschiedene Protokollversionen (1 und 2) unterschieden. Die Version
1 entspricht dem Protokoll, wie es zu Beginn dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, die
Version 2 wurde gegen Ende dieser Arbeit standardmifBig verwendet. Tabelle 3.9
auf Seite 36 stellt eine Ubersicht dar, wie die Arbeitsschritte nach den beiden Pro-
tokollversionen durchgefiihrt wurden. Im experimentellen Teil ist fiir jedes Experi-
ment vermerkt, welche Protokollversion (und ggfs. welche Abweichungen davon)
verwendet wurde.

Zunichst werden noch einige Begriffe definiert und generelle Vorgehensweisen

erldutert:

Waschen: Ein Waschschritt wird definiert als Zugabe von 45 ul der genannten

Losung, nachdem die vorher im Well vorhandene Fliissigkeit entfernt wurde.

Volumenangaben im sFIDA-Protokoll beziehen sich immer auf die Fliissigkeits-

menge, die in ein Well gegeben wird.
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Pufferlosungen die in Version 2 des sFIDA-Protokolls verwendet werden, wurden
bei 15.000 g fiir 60 min in 50 ml Zentrifugenrohrchen zentrifugiert. Nur die
oberen 25 ml wurden direkt nach der Zentrifugation abgenommen und im

sFIDA eingesetzt.

Blockingreagenzien und Antikorper, sowohl Immobilisierungs- als auch Detek-
tionsantikorper, wurden vor Verwendung zentrifugiert (sofern nicht anders
angegeben bei 20.000 g, 10 min) und nur der Uberstand wurde im sFIDA

verwendet. Ausnahme: Milchpulver als Blocking-Reagenz.

Trockenfallen der Wells muss ab dem Schritt mit 5 M Ethanolamin in DMSO
(Schritt 3 in der Tabelle 3.9) unbedingt vermieden werden. Die Wells soll-

ten ab diesem Zeitpunkt nicht ldnger als 2 min ohne Fliissigkeit vorliegen.

Temperatur: wenn nicht anders angegeben, wurden alle Schritte bei Raumtempe-

ratur durchgefiihrt.

3.2.7.2 Reinigung der Glasplatten und Aktivierung der Glasoberfliche

Die Reinigung der Glasplatten erfolgte nach Protokollversion 1 durch das Abwi-
schen der Glasplatten mit fusselfreien Tiichern. Diese Protokollversion wurde fiir
Mikroglasplatten angewandt, die durch Piranha-Losung gereinigt wurden und da-
durch schon sauber fiir die ndchste Benutzung vorlagen. Fiir ZAT-Platten wurde
ein aufwindigeres Reinigungsverfahren etabliert, da diese Platten bei der Herstel-
lung eventuell Verunreinigungen ausgesetzt sein konnen. Nach Protokollversion 2
wurden die Platten zunédchst mit Ethanol (absolut) und Wasser griindlich abgespiilt.
Anschliefend wurden die Wells 3x mit Ethanol, 3x mit Wasser, 1x mit Ethanol und

1x mit Wasser gewaschen.

Nach der Reinigung erfolgte die Aktivierung der Glasoberfliche. Nach Proto-
kollversion 1 wurde die Platte einmal im Plasmacleaner (Wasserplasma, 0,3 mbar,
95 Watt, 40 kHz, 6 min) behandelt, direkt im Anschluss wurden 45 ul 5 M NaOH
3 h in den Wells inkubiert. Nach 5 Waschschritten mit Wasser wurden 40 ul 5 M
Ethanolamin in DMSO in die Wells gegeben, nach der Reaktion iiber Nacht wurden

die Wells weitere 5x mit Wasser gewaschen.
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Nach Protokollversion 2 erfolgte zuerst die Hydroxylierung der Glasoberflache
mit 45 ul 5 M NaOH iiber 2-3 h. Nach 5 Waschschritten mit Wasser wurde die
Platte im Luftstrom unter der Sterilbank getrocknet und 2x mit dem Plasmacleaner
behandelt (Einstellungen wie oben). Direkt im Anschluss wurden 40 pl 5 M Etha-
nolamin in DMSO in die Wells gegeben. Nach der Reaktion tiber Nacht wurden die

Wells 10x mit Wasser gewaschen.

3.2.7.3 Immobilisierung des CM-Dextran und der Immobilisierungsantikor-

per

CM-Dextran wurde gelost (Protokollversion 1: 20 mg/ml in Wasser; Protokollver-
sion 2: 10 mg/ml in PBS), mit einem Sterilfilter (0,2 um) filtriert und 10 min bei
20.000 g zentrifugiert. Weitergearbeitet wurde mit dem Uberstand. Es wurden je
1 M EDC und NHS Loésungen (Protokollversion 1: in Wasser; Protokollversion 2:
in PBS) hergestellt. Aus diesen Losungen wurde nach beiden Protokollversionen
eine Losung mit 200 mM EDC und 50 mM NHS im CM-Dextran hergestellt. Diese
Losung wurde fiir 2 h in die Wells gegeben (Protokollversion 1: 20 ul, 4°C; Pro-
tokollversion 2: Bildung des NHS-Esters fiir 10 min, dann 45 ul pro Well, 1 h).
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Wells gewaschen (Protokollversion 1:

3x mit Wasser; Protokollversion 2: 5x mit PBS).

In beiden Protokollversionen wurde der als Immobilisierungsantikdrper verwen-
dete Nab228 in der bendtigten Konzentration in PBS zentrifugiert (20.000 g, 10 min);
es wurde mit dem Uberstand weitergearbeitet.

Fiir Protokollversion 1 wurde zunéchst das Dextran mit 10 pl einer Losung mit
300 mM EDC und 75 mM NHS in PBS aktiviert, nach 10 min wurden 5 pl mit
0,09 pg/ml Nab228 dazugegeben und 2 h bei 4 °C inkubiert. Die Endkonzentratio-
nen betragen also 200 mM EDC, 50 mM NHS und 0,03 pg/ml Nab228. Nach Ende
der Inkubationszeit wurden die Wells 3x mit PBS gewaschen, im Anschluss wur-
den zur Inaktivierung der Oberflidche 45 pl 1 M Ethanolamin in DMSO (pH 7,4) fiir
5 min in die Wells gegeben und erneut 3x mit PBS gewaschen.

Nach Protokollversion 2 wurde das Dextran zundchst fiir 10 min mit 15 pl
200 mM EDC und 50 mM NHS in PBS aktiviert, danach wurde 3x mit PBS ge-
waschen und anschlieBend wurden 15 pl 0,01 mg/ml Nab228 in PBS 30 min in den
Wells inkubiert. Danach wurde die Antikorper-Losung aus den Wells entfernt, die
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Oberflache inaktiviert (10 min 45 pul 0,1 M Ethanolamin-Hydrochlorid in PBS) und

anschlieBend 5x mit PBS gewaschen.

3.2.7.4 Auftragung von Proben und Detektionsantikorpern

Pro Well wurden meist 15 pl einer Probe eingesetzt, abweichende Volumina sind
an entsprechender Stelle im experimentellen Teil gekennzeichnet. Jede Probe wurde
doppelt oder dreifach bestimmt, d.h. jede Probe wurde in 2 oder 3 Wells eingesetzt.
Die Inkubation der Proben erfolgte fiir 1 h, im Anschluss wurde 3x mit TBS gewa-
schen.

Die Detektionsantikdrper wurden in Konzentrationen von 1,25 pg/ml in PBS ein-
gesetzt und vor der Verwendung zentrifugiert (Protokollversion 1: 20.000 g, 10 min,
4°C; Protokollversion 2: 100.000 g, 1 h bei 4°C in der Ultrazentrifuge), es wurde
nur mit dem Uberstand weitergearbeitet. 15 ul des Uberstands wurden 1 h inkubiert
(Protokollversion 1: bei 4 °C; Protokollversion 2: bei Raumtemperatur). Nach Pro-
tokollversion 1 wurde im Anschluss 6x mit TBST und 3x mit Wasser gewaschen
(optional wurde die Platte nach drei der Waschschritten mit TBST bei 4°C in TBST
gelagert, die restlichen Waschschritte erfolgten dann am néchsten Tag). Nach Pro-
tokollversion 2 wurde 1x mit TBST und 1x mit TBS gewaschen. Optional erfolgte
die Lagerung iiber Nacht in TBS. Nach beiden Protokollversionen wurden die Wells
vor der Durchfiihrung der Messung am TIRF-Mikroskop mit Wasser gefiillt.
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Tabelle 3.9: Ubersicht des Protokolls zu Vorbereitung der Oberfliche fiir das SFIDA-Assay. (ii. N. = iiber Nacht)

Funktion Schritt Protokollversion 1 Protokollversion 2
Abspiilen der Platte mit Ethanol (abs.) und Wasser,
Reinigung der Glasoberfliche 1 Abwischen der Platte mit Ethanol Waschen der Wells: 3x Ethanol, 3x Wasser,
1x Ethanol, 1x Wasser

Aktivierung d. Glasoberfliche durch ’ 1x Plasmacleaner 45 pl 5 M NaOH, 2-3 h; 5x waschen mit Wasser
Entstehung von Hydroxylgruppen 45 ul 5 M NaOH, 3 h; 5x waschen mit Wasser 2x Plasmacleaner
Aktivierung der Glasoberfliche 3 40 pl 5 M Ethanolamin in DMSO ii. N.; 40 pl 5 M Ethanolamin in DMSO ii. N.;
mit Aminogruppen 5x waschen mit Wasser 10x waschen mit Wasser

45 pl 200 mM EDC/50 mM NHS in 200 mM EDC/50 mM NHS in 10 mg/ml
Immobilisierung von CM-Dextran 4 20 mg/ml CM-Dextran (2 h, alles in CM-Dextran 10 min vorinkubieren, dann 45 ul

Wasser); 3x waschen mit Wasser fiir 1 h; 5x waschen mit PBS

54 10 ul EDC/NHS (300 nM/75 mM) in 15 ul 200 mM EDC/50 mM NHS in PBS,

PBS, Inkubation 10 min; dann Zugabe 10 min; 3x waschen mit PBS
Immobilisierung von Antikérpern sh <w: 5 ul Nab228 Ao,.oc mg/ml), 2 h, 15 11 0,01 mg/ml Nab228 in PBS, 30 min

4°C; 3x waschen mit PBS
Inaktivierung von reaktiven 6 45 ul 1 M Ethanolamin in DMSO 45 ul 0,1 M Ethanolamin-Hydrochlorid in PBS,
Gruppen auf der Oberfliche (pH 7,4), 5 min; 3x waschen mit PBS 10 min; 3x waschen mit TBST, 3x mit TBS
Inkubation @2. wz.vcw > Bindung 7 15 pl Probe, 1 h; 3x waschen mit TBS 15 pl Probe, 1 h; 3x waschen mit TBS
von Af3 an die Antikorper

15 ul Fluorochrom-markierte Detektions- 15 pl der Fluorochrom-markierten Detektions-

. A antikorper in PBS (6E10: 1,25 pg/ml; IC16: antikorper, jeweils 1,25 pwg/ml in PBS;

Auftragen der Detektionsantikorper 8 2 :m\%y 1 h, 4°C; 3x waschen ma TBST, 1x émw:om mit TBST, _wﬁwm

optional: Lagerung ii. N. in TBST optional: Lagerung ii. N. in TBS (4°C)

. . . 3x waschen mit TBST, 3x mit Wasser;

Vorbereitung zur TIRF-Mikroskopie 9 TBS entfernen, durch 45 pl Wasser ersetzen

am Ende 45 pl Wasser
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3.2.8 Datenerfassung und -auswertung

3.2.8.1 TIRF-Mikroskopie

Die Erfassung der Daten erfolgte am TIRF-Mikroskop. Interne Totalreflexionsfluo-
reszenz- (TIRF-) Mikroskopie ist eine spezielle Methode der Lichtmikroskopie, die
die Abbildung einer sehr diinnen Schicht der Probe nahe dem Objekttrager ermog-
licht. Das Prinzip der internen Totalreflexion ist in Abbildung 3.2 dargestellt.

A B

Wasser n=1,33
Glas n=1,45

Glas n=1,45

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der internen Totalreflexion in der TIRF-
Mikroskopie. A: Der Winkel des einfallenden Lichts an der Grenze zwischen Glas und
Wasser ist geringer als der kritische Winkel (6,; in rot). Deshalb wird ein Teil des Lichts
in das Wasser abgelenkt und regt die Fluorochrome (als Sterne dargestellt; in orange: ange-
regt, in grau: nicht angeregt) in dem gesamten Volumen an. B: Der Winkel des einfallenden
Lichts ist groBer als der kritische Winkel, weshalb das Licht totalreflektiert wird und ein
evaneszentes Feld entsteht, welches maximal etwa 200 nm in das Wasser iiber der Grenz-
schicht von Glas und Wasser hineinreicht und nur in diesem Volumen die Fluorochrome
anregt. Nach: Reck-Peterson et al. (2010).

Interne Totalreflexion kommt zustande, wenn Licht in einem flachen Winkel auf
eine Grenzschicht von einem Medium mit einem hohen Brechungsindex in ein Me-
dium mit niedrigem Brechungsindex einfillt. In der TIRF-Mikroskopie handelt es
sich bei dem Medium mit hohem Brechungsindex meist um das Glas des Objekt-
trigers, bei dem Medium mit geringem Brechungsindex um eine wissrige Losung,
in der die Probe vorliegt. Der Winkel, in dem das Licht auf diese Grenzschicht zwi-
schen Glas und Wasser fillt, muss groBer als der kritische Winkel sein. Dann wird
das Licht an der Grenzschicht der beiden Medien totalreflektiert und es entsteht
ein diinnes Lichtfeld, welches in die wissrige Losung eindringt. Dieses Lichtfeld
wird als evaneszentes Feld bezeichnet. Die Intensitit des evaneszenten Felds nimmt

exponentiell mit der Entfernung von der Grenzschicht der beiden Medien ab und
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behilt die Frequenz des einfallenden Lichts bei. Fiir sichtbares Licht betrigt die
Eindringtiefe des evaneszenten Felds maximal etwa 200 nm, nur in diesem Bereich
konnen Fluorochrome also angeregt werden. Weil Fluorochrome in anderen Be-
reichen der Probe nicht angeregt werden, zeichnet sich diese Methode durch sehr

geringe Hintergrundsignale aus (Trache und Meininger, 2008).

3.2.8.2 Datenerfassung

Mittels TIRF-Mikroskopie wurden in jedem Well an mindestens 25 Positionen Bil-
der aufgenommen. Wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, wurden zur Detektion der
AB3-Oligomere zwei verschiedene Detektionsantikorper eingesetzt. Von diesen war
jeweils einer mit den Fluorochromen Alexa Fluor488 oder Atto488 und der andere
mit Alexa Fluor647, Alexa Fluor633 oder Atto647N markiert. Die Fluoreszenz-

Signale wurden deshalb in zwei Kanilen detektiert, wie in Tabelle 3.10 dargestellt.

Tabelle 3.10: In dieser Arbeit eingesetzte Fluorochrome und deren Anregungs- und Detek-
tionswellenldngen am verwendeten TIRF-Mikroskop von Leica. BP: Bandpassfilter

Absorptions- Laser Emmisions- Emmissions-

Fluorochrom
maximum [nm] maximum filter [nm]

Alexa Fluor647 650 nm 665 nm

Kanal 0 Alexa Fluor633 621 nm 633 639 nm BP 705/72
Atto647N 644 nm 669 nm
Alexa Fluor488 490 nm

Kanal 1 488 523 nm BP 525/36
Atto488 501 nm

Jedes Bild ist am verwendeten TIRF-Mikroskop mit einem Objektiv mit 100-
facher Vergroferung etwa 116x116 pm groB3, die Fliche von 25 Positionen ent-
spricht bei einer Wellfliche von 9,6 mm? also etwa 3,5 % der gesamten Wellfl4-
che. Die Einstellungen von Laserintensitit, Belichtungszeit und Gain am Mikroskop
wurden fiir jedes Experiment so angepasst, dass der gesamte Helligkeitsbereich ge-
nutzt wurde und die Helligkeit der Bilder in beiden Kaniélen méglichst dhnlich war.
Die Bilder wurden in beiden Kanilen jeweils mit einer Graustufenauflosung von
14 Bit aufgenommen, d.h. die Intensitédten der einzelnen Pixel konnten zwischen 0

(schwarz) und 16383 (hellste messbare Intensitit) variieren.
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3.2.8.3 Datenauswertung

In den beschriebenen sFIDA-Experimenten entstehen gro3e Datenmengen in Form
von am TIRF-Mikroskop aufgenommenen Bildern, sodass die Auswertung der Da-
ten automatisch erfolgen muss. Zu Beginn der Arbeit erfolgte die Auswertung mit-
tels selbstgeschriebener ImageJ- und VBA-Makros in Excel, spéter wurde eine pro-
fessionelle und deutlich benutzerfreundlichere Analyse-Software entwickelt (,,sFI-
DAta“, entwickelt durch Fabian Dreflen, Yvonne Herrmann und Johannes Will-
bold). Im Folgenden wird das Prinzip der Auswertung erkldrt, wie es sowohl von

den oben genannten Makros als auch in sFIDAta umgesetzt wird.

Im ersten Schritt der Auswertung werden zunéchst alle Bilder gesichtet, um sol-
che Bilder von der Analyse auszuschlieBen, die Artefakte oder Inhomogenititen
aufweisen. Diese konnen zum Beispiel durch mechanische Beschddigung der Ober-

fliche mit der Pipettenspitze entstehen.

Der niichste und wichtigste Schritt der Auswertung besteht darin, zwischen Hin-
tergrundsignal und Nutzsignal zu unterscheiden. Hintergrundsignal entsteht einer-
seits durch das Dunkelrauschen des Detektors selbst und durch Streulicht, das den
Detektor erreicht. Dazu kommt Hintergrundsignal, das durch Autofluoreszenz von
eingesetzten Materialien und Verunreinigungen oder durch unspezifisch auf der
Oberflache bindende Molekiile zustande kommt. Nutzsignal entsteht durch meh-
rere Fluorochrome, die auf engem Raum tiiber die Detektionsantikdrper an ein Af3-

Oligomer gebunden sind.

Um fiir jeden Kanal den Schwellenwert festzulegen, der Hintergrundsignal von
Nutzsignal trennt, wurde eine Vorgehensweise entwickelt, bei der die Histogram-
me der Pixelintensititen hinzugezogen werden. Wenn man Histogramme der Bilder
von Messungen mit verschiedenen Konzentrationen von A 3-Oligomeren und einer
Negativkontrolle vergleicht, kann man anhand der Histogramme abschitzen, bis zu

welcher Signalintensitit nur Hintergrundsignal gemessen wird.

Noch deutlicher wird der Zusammenhang zwischen einem gegebenem Schwel-
lenwert und der Anzahl von Pixeln, deren Intensitit iiber diesem Schwellenwert
liegen, wenn man statt des iiblichen Histogramms die Anzahl der Pixel mit einer
Intensitidt hoher als der jeweiligen (auf der x-Achse aufgetragenen) Pixelintensitét
darstellt (im Folgenden als ,,integriertes* Histogramm bezeichnet). Abbildung 3.3

zeigt beide Histogrammtypen:
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Abbildung 3.3: Normale und ,,integrierte‘ Histogramme von sFIDA-Messungen. Dar-
gestellt sind jeweils die Histogramme von den Bildern aus Wells mit verschiedenen Konzen-
trationen stabilisierter Oligomere (Crossbeta). A: Anzahl der Pixel mit der entsprechenden
Intensitit gegen die Pixelintensitiit; B: Anzahl der Pixel mit einer hoheren Intensitit als die
auf der x-Achse aufgetragenen Pixelintensitit. Es handelt sich jeweils um die durchschnitt-
liche Anzahl von Pixeln, berechnet iiber drei Wells mit je 25 Bildern.

e Auf der linken Seite (A) sind die Histogramme von Messungen mit einer
Negativkontrolle (PBS) und Konzentrationen von 1,8 M bis 188 pM stabili-
sierter Oligomere (von Crossbeta) dargestellt. Je hoher die Konzentration der
eingesetzten Oligomere, desto heller ist das Bild und desto mehr Pixel zeigen

hohe Pixelintensititen.

e Auf der rechten Seite (B) siecht man die Daten derselben Bilder, mit dem Un-
terschied, dass hier jeweils die Anzahl von Pixeln angegeben ist, deren Inten-
sitdt hoher als die (auf der x-Achse aufgetragenen) Pixelintensitit liegt. Dieser
Funktionswert ergibt sich aus dem in Abb. 3.3 A dargestellten Histogramm,
indem man fiir eine gegebene Intensitit die Summe aller Histogrammwerte
groBerer Intensititen berechnet. Es kann also direkt abgelesen werden, wie
viele Pixel oberhalb eines beliebigen Schwellenwertes liegen. Anhand die-
ser Darstellung kann sehr einfach der Schwellenwert ausgewihlt werden, der
eine Unterscheidung von moglichst geringen Probenkonzentrationen gegen-
iber der Negativkontrolle erlaubt. Zur Veranschaulichung symbolisiert in Ab-
bildung 3.3 B die orange gestrichelte Linie einen Schwellenwert von 6000.
Mochte man nun beispielsweise die Anzahl von Pixeln mit einer Intensitét
von iiber 6000 fiir die Bilder der Wells mit einer Oligomerkonzentration von
18,8 pM (rote Linie) ermitteln, dann muss lediglich am Schnittpunkt der oran-

gen Linie mit der roten Linie der entsprechende Wert auf der y-Achse abge-
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lesen werden (verdeutlicht durch den Pfeil in grau). In dem hier gezeigten

Beispiel weisen also etwa 8000 Pixel eine Signalintensitét von tiber 6000 auf.

Nach dem Festlegen der jeweiligen Schwellenwerte fiir die beiden Kanile erfolgt
im dritten Schritt der Auswertung die Analyse durch Kolokalisation. Die Tatsache,
dass bei einem Schwellenwert von 6000 in dem in Abb. 3.3 B dargestellten einzel-
nen Kanal keine Unterscheidung der beiden geringsten Konzentrationen (1,8 fM in
blau und 18,8 fM in griin) festgestellt werden kann, schlieBt nicht aus, dass eine
solche Unterscheidung in der Kolokalisation moglich ist.

Bei der Kolokalisation werden alle Pixel gezihlt, die in beiden Kanilen an glei-
cher Position eine Intensitét iiber dem Schwellenwert des jeweiligen Kanals auf-
weisen. Aus diesen Pixelanzahlen fiir jedes Bild wird im Allgemeinen ein Mittel-
wert iiber alle Bilder aus einem Well berechnet, oder sogar aus allen Bildern der
Doppel- oder Dreifachbestimmungen derselben Probe. Im Folgenden wird diese
durchschnittliche Anzahl der Pixel pro Bild, die in beiden Kanilen eine Intensitét
oberhalb der festgelegten Schwellenwerte aufweisen, als sFIDA readout bezeich-
net. Da jedes am verwendeten TIRF-Mikroskop gemessene Bild 1000 x 1000 Pixel

grof} ist, kann der maximale sFIDA readout 1 Million betragen.

3.2.8.4 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden mit der Software OriginPro durchgefiihrt.

Zur Untersuchung, ob sich die sFIDA readouts verschiedener Personengrup-
pen unterschieden, wurde der Kruskal-Wallis-ANOVA, ein Rangsummentest, an-
gewandt.

Zur Untersuchung, ob die sFIDA readouts mit anderen Parametern korrelieren,

wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet.
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4. Experimenteller Teil

4.1 Detektion von A 3-Oligomeren mittels Analyse des
FRET-Signals im sFIDA

4.1.1 Hintergrund

In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, ob anstelle der Auswertung mittels Ko-
lokalisation der Signale zweier verschiedener Fluorochrom-markierter Antikdrper
auch die Auswertung eines FRET-Signals im sFIDA zur Detektion von A{3-Oligo-

meren verwendet werden kann.

FRET steht fiir Forster-Resonanzenergietransfer (manchmal auch Fluoreszenz-
Resonanzenergiertransfer). Fiir die Entstehung eines FRET-Signals sind zwei Fluo-
rochrome erforderlich: Eines davon wird als Donor bezeichnet, das andere als Ak-
zeptor. Bei der Auswahl der Fluorochrome ist wichtig, dass das Emissionsspek-
trum des Donor-Fluorochroms und das Absorptionsspektrum des Akzeptor-Fluoro-
chroms iiberlappen und dass der riumliche Abstand der beiden Fluorochrome weni-
ger als 10 nm betrdgt. Wird nun der das Donor-Fluorochrom in den angeregten Zu-
stand versetzt, kann es seine Energie strahlungsfrei auf das Akzeptor-Fluorochrom
ibertragen. Dieses emittiert dann Licht seines charakteristischen Emissionsspek-
trums (Arai und Nagai, 2013).

Die Planung und Durchfiihrung dieser Experimente erfolgte gemeinsam mit Ma-

ren Hiilsemann.

43
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4.1.2 Vergleich von sFIDA-Ergebnissen: Analyse mittels Kolo-
kalisation gegeniiber dem FRET-Signal

Es wurden sFIDA-Ergebnisse verglichen, die durch die herkdmmliche sFIDA-Ana-
lyse mittels Kolokalisation der Signale zweier Fluorochrom-markierter Detektions-
antikorper bzw. durch die Analyse des resultierenden FRET-Signals der beiden

Fluorochrome ermittelt wurden.

Dafiir wurde die Oberfldche nach der Protokollversion 1 hergestellt, als Detekti-
onsantikdrper wurde die iibliche Kombination aus Antikérpern und Fluorochromen
(6E10-Alexa Fluor488 und IC16-Alexa Fluor647) mit einer Konzentration von je
1,25 pg/ml verwendet. Als Proben wurden 2 uM A[3-Aggregate sowie 2 nM und
20 nM SEC-Oligomere verwendet, PBS diente als Negativkontrolle.

Mit jeder der genannten Proben wurden zudem weitere Kontrollen durchgefiihrt,
in denen nur jeweils einer der beiden Detektionsantikdrper im sFIDA eingesetzt
wurde.

Zusitzlich zu den beiden Kanilen, die der Detektion von Alexa Fluor488 und
Alexa Fluor647 dienen, wurde ein dritter Kanal verwendet, in dem Alexa Fluor488
bei 488 nm angeregt wird und das Signal von Alexa Fluor647 mit dem Bandpass-
Filter um 705 nm ausgelesen wird. In diesem Kanal wird also das FRET-Signal
detektiert. Die Analyse der in diesem Kanal aufgenommenen Bilder erfolgte wie
bei der Kolokalisation durch Festlegung eines Schwellenwertes: Nur Pixel mit In-
tensititen oberhalb dieses Schwellenwertes tragen zum sFIDA readout bei.

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abbildung 4.1 dargestellt. Auf der linken
Seite sind die sSFIDA readouts nach Analyse durch Kolokalisation gezeigt, auf der
rechten Seite die Ergebnisse nach Analyse des FRET-Signals.

Nach Doppelfarbung und der herkommlichen Analyse durch Kolokalisation zeig-
te sich fiir alle Proben ein gegeniiber der Negativkontrolle (PBS) deutlich erhohter
readout. Der readout fiir 20 nM Oligomere liegt etwa drei Grolenordnungen iiber
der Negativkontrolle, der fiir 2 nM etwa eine Gréenordnung; die eingesetzten Kon-
zentrationen korrelieren also mit dem readout. Die readouts, die nach den Einzel-
farbungen ermittelt wurden, sind sehr gering: Fiir alle Proben ist der sFIDA readout
nach Doppelfirbung um mindestens einen Faktor 25 hoher als nach den Einzelfér-

bungen.

Auch die Auswertung der FRET-Signale zeigt fiir alle Proben einen hoheren
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Abbildung 4.1: sFIDA readouts durch Kolokalisation und bei Auswertung des FRET-
Signals im Vergleich. 1) Der sFIDA wurde auf herkommliche Art, durch Kolokalisation
der Signale der beiden Detektionsantikorper 6E10-AF488 und IC16-AF647, ausgewertet
(Schwellenwerte: 3000/7000). 2) Es wurde das resultierende FRET-Signal der beiden De-
tektionsantikorper ausgewertet, indem die Anregung bei 488 nm erfolgte und das Signal
durch den Bandpass-Filter um 705 nm ausgelesen wurde (Schwellenwert: 5000). A: Read-
outs des sFIDA bei Verwendung beider Detektionsantikorper. B und C: Kontrollen, in denen
jeweils nur einer der beiden Detektionsantikdrper verwendet wurde (B: 6E10-AF488, C:
IC16-AF647). Gezeigt werden jeweils die Mittelwerte und Standardfehler {iber alle in die
Analyse einbezogenen Bilder aus zwei identisch behandelten Wells nach Messungen mit je
25 Bildern pro Well.

readout als fiir die Negativkontrolle sowie eine Korrelation der eingesetzten Proben-
konzentration mit dem readout. Der readout fiir 20 nM Oligomere liegt hier etwa
zwei GroBenordnungen iiber dem readout der Negativkontrolle, der fiir 2 nM etwa
eine GroBenordnung iiber der Negativkontrolle. Allerdings ist hier das Verhiltnis
der readouts nach Doppelfiarbung zu den readouts nach Einzelfarbung deutlich klei-
ner als bei der Auswertung durch Kolokalisation. Bei Analyse der FRET-Signale
betrdgt der readout nach Einzelfarbung mit IC16-Alexa Fluor 647 etwa 25 % des
readouts nach Doppelfiarbung — das bedeutet, dass auch IC16-Alexa Fluor 647, das
nicht in enger rdumlicher Ndhe zu dem zweiten eingesetzten Antikorper liegt, einen
nicht unbedeutenden Anteil am Gesamt-readout hat und daher im Falle einer unspe-
zifischen Bindung des IC16-Alexa Fluor 647 auf die sFIDA-Oberfliche die Spezi-
fitdt der FRET-Analyse verringert.

Bei einer Analyse der Kolokalisation wiirde diese unspezifische Bindung kaum
zum Gesamt-readout beitragen, solange der 6E10-Alexa Fluor 488 nicht gleichzei-
tig unspezifisch in rdumlicher Nihe bindet, da die Einzelfarbungen hier nur zu sehr

geringen readouts in der Kolokalisations-Analyse fiihren.
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Die Analyse des FRET-Signals im sFIDA ist also mdglich und zeigt ebenso wie
die Analyse durch Kolokalisation eine positive Korrelation der eingesetzten Pro-
benkonzentrationen mit dem sFIDA readout. Unter den hier gewéhlten Bedingun-
gen wurde allerdings eine geringere Sensitivitit und Spezifitit fiir die Analyse des
FRET-Signals gegeniiber der Analyse durch Kolokalisation beobachtet. Es muss
jedoch darauf hingewiesen werden, dass es sich bei diesem Versuch nur um eine
Machbarkeitsstudie gehandelt hat und keine Optimierung des Assays in Bezug auf
die Analyse des FRET-Signals durchgefiihrt wurde.

4.1.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

In diesem Teil des Projektes wurde untersucht, ob im sFIDA eine Auswertung des
FRET-Signals anstelle der herkommlichen Analyse durch Kolokalisation der beiden
Fluorochrom-markierten Detektionsantikorper moglich ist.

In einem sFIDA, in dem beide Detektionsantikorper (6E10-Alexa Fluor 488 und
IC16-Alexa Fluor 647) gleichzeitig sowie zur Kontrolle auch einzeln eingesetzt
wurden, zeigte sich, dass die Analyse des sFIDA mit Hilfe des FRET-Signals mog-
lich ist. Unter den hier gewihlten Bedingungen, die allerdings nicht in Hinblick auf
die Analyse durch das FRET-Signal optimiert wurden, lieferte das FRET-Signal je-
doch gegeniiber der Auswertung durch Kolokalisation eine verringerte Sensitivitét
und Spezifitit der sFIDA readouts.
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4.2 Optimierung des sFIDA-Protokolls

4.2.1 Zielsetzung

Im sFIDA sollen sehr geringe Konzentrationen von A3-Oligomeren in Korperfliis-
sigkeiten nachgewiesen werden. Dafiir ist eine sehr sensitive Detektion der Oligo-
mere bei gleichzeitig geringem Hintergrundsignal erforderlich.

Die folgenden Untersuchungen hatten zum Ziel, einzelne Schritte des sFIDA-
Protokolls zu iiberpriifen und wenn méglich zu optimieren. Dafiir wurden jeweils
einzelne Schritte des Protokolls leicht verdndert oder neue Schritte hinzugefiigt.
Diese veridnderte Version des Protokolls wurde gegen die vorher iibliche Version
getestet.

Als Proben fiir diese Experimente dienten stabilisierte A[3-Oligomere, die die
Firma Crossbeta unserer Arbeitsgruppe im Rahmen einer Kooperation zur Verfii-
gung gestellt hat. Diese Oligomere werden im Folgenden als CB-Oligomere be-
zeichnet. Nach Herstellerangaben besteht ein CB-Oligomer aus etwa 200 A3{_43-
Peptiden, ebenso war die Konzentration der Oligomere angegeben.

Die CB-Oligomere wurden jeweils in verschiedenen Konzentrationen als Probe
im sFIDA eingesetzt. Fiir die Beurteilung der Ergebnisse hinsichtlich einer Opti-

mierung des Protokolls galten die folgenden Kriterien:

e Die Oberfliche sollte auf den Bildern homogen aussehen und keine Artefak-
te zeigen. Regionale Unterschiede in der Helligkeit der Bilder innerhalb ei-
nes Wells deuten darauf hin, dass die Oberflache des sFIDAs nicht homogen
ist. Artefakte kommen durch mechanische Beschiddigungen der Oberfldche
(zum Beispiel durch Pipettenspitzen), durch Verunreinigungen der verwen-
deten Reagenzien oder durch eine unsaubere Verklebung der Glasplatten zu-

stande.

e Auch die Mehrfachbestimmung derselben Probe sollte in den Bildern dhn-
liche Pixelintensitdten zeigen sowie zu dhnlichen readouts fithren. Nur dann

kann der Assay als reproduzierbar gelten.

e Der sFIDA readout sollte iiber einen moglichst weiten Bereich mit der ein-

gesetzten Konzentration der stabilen Oligomere korrelieren. Je geringer die
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niedrigste Probenkonzentration, deren readout iiber dem readout der Negativ-

kontrolle liegt, desto niedriger ist auch die Nachweisgrenze.

4.2.2 Inkubationszeit von Natriumhydroxid

Zunichst wurde untersucht, ob die Inkubation des Natriumhydroxid (NaOH) hin-
sichtlich der Inkubationszeit optimiert werden kann.

Nach der griindlichen Reinigung der Multiwell-Platten erfolgt die Behandlung
der Glasoberflaiche mit 5 M NaOH. NaOH dient ebenfalls der Reinigung der Glas-
oberfliche, bewirkt aber auch die Abtragung der obersten Glasschicht und die Bil-
dung von Silanolverbindungen an der Oberflache durch hydrolytische Spaltung der
Siloxanbindungen. Im néchsten Schritt des sFIDA-Protokolls reagiert diese Sila-
nolverbindung mit dem zugegebenen Ethanolamin. Dabei entsteht eine kovalente
Bindung zwischen dem Silanol und dem Kohlenstoff der Hydroxylgruppe unter

Freisetzung von Wasser.

Im urspriinglichen Protokoll war die Inkubationszeit von NaOH mit 3 h angege-
ben. Um festzustellen, ob diese Inkubationszeit verkiirzt werden kann, wurde der
sFIDA mit NaOH-Inkubationszeiten zwischen 15 min und 3 h durchgefiihrt. Als
Proben wurden 240 fM, 2,4 pM und 24 pM CB-Oligomere eingesetzt, als Negativ-
kontrolle wurde PBS anstelle einer Probe verwendet.

Abbildung 4.2 zeigt die Ergebnisse dieses Versuches. Unabhiéngig von den In-
kubationszeiten des NaOH nimmt der sFIDA readout mit steigender Konzentration
der eingesetzten CB-Oligomere zu, mit Ausnahme der readouts von 2,4 pM nach
30-miniitiger NaOH-Inkubation. Die Differenz zwischen den readouts der hochsten
Konzentration und der Negativkontrolle (PBS) ist jedoch fiir die kiirzeren NaOH-
Inkubationszeiten geringer als bei einer zwei- oder dreistiindigen Inkubation des
NaOH. Lingere Inkubationszeiten fiithren also zu einer hoheren Sensitivitit des
Assays, gleichzeitig zeigen die SFIDA readouts bei dreistiindiger NaOH-Inkubation
die beste Korrelation mit der eingesetzten Konzentration der Oligomere.

Eine geringe Inkubationszeit des NaOH fiihrt vermutlich dazu, dass weniger
Silanol-Gruppen an der Glasoberfliche entstehen. Dies hitte zur Folge, dass we-
niger funktionelle Gruppen fiir die Oberflachenbeschichtung zur Verfiigung stehen
und deshalb weniger Dextran und Immobilisierungs-Antikorper an die Oberfldche

gebunden werden konnen. Dementsprechend kann auch nur eine geringere Anzahl



49

[__|PBS
20000 — [_]240fM
1 [ 2.4 pM
18000 B 24 pM
16000 -
14000 -
5 12000 i
[e)
S |
g 10000 -
é 8000 -
T J
6000 -
4000
2000 -
0 . .

15 min 30 min th  2h  3h
Inkubationszeit von Natriumhydroxid

Abbildung 4.2: sFIDA readouts nach Variation der Inkubationszeiten von Natrium-
hydroxid. Dargestellt sind die sFIDA readouts der Negativkontrolle (PBS; in weif3), von
240 fM (hellgrau), 2,4 pM (grau) und 24 pM (dunkelgrau) CB-Oligomeren in PBS, je nach
Inkubationszeit des 5 M NaOH zur Aktivierung der Glasoberfliche. Gezeigt sind jeweils die
Mittelwerte und Standardfehler iiber alle in die Analyse einbezogenen Bilder aus zwei iden-
tisch behandelten Wells mit je 25 Bildern. Protokollversion 1, Mikroglas-Platte, verwendete
Detektionsantikorper: 6E10-AF488 und IC16-AF647, Schwellenwerte (Kanal 0/Kanal 1):
5000/5000.

an A(3-Oligomeren auf der Oberfliche binden, was zu geringeren readouts ins-
besondere bei hoheren Probenkonzentrationen fiihrt. Allerdings nehmen auch die
readouts der geringeren Probenkonzentrationen und der Negativkontrolle bei ldnge-
ren NaOH-Inkubationszeiten zu. Aus einem nicht bekannten Grund scheint also bei
langerer Inkubation des NaOH auch unspezifisches Signal zuzunehmen.

Dennoch bleibt als Fazit, dass die Sensitivitit des sFIDA bei Inkubationszeiten
von 2-3 h am hochsten ist. Diese Inkubationszeit sollte also eingehalten werden, um
die Oberfldache vollstindig zu behandeln und moglichst hohe Probenkonzentratio-

nen auf der Oberflache binden zu konnen.

4.2.3 Untersuchung verschiedener Blocking-Reagenzien

Es wurde ein sFIDA-Experiment durchgefiihrt, in dem die Detektion von CB-Oli-

gomeren derselben Konzentrationen in Liquor von Kontroll-Spendern und in PBS
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verglichen wurde. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.3 dargestellt.

A: Verdlnnung in PBS B: Verdiinnung in Liquor

100000 + 100000

10000 10000

1000 4

1000 4

sFIDA readout
sFIDA readout

100 + 100 4

104 104

14 14

24 pM
2,4 pM
240 fM
24 fM
2,4 M
PBS
24 pM
2,4 pM
240 fM
24 fM
2,4 ftM
CSF

Abbildung 4.3: sFIDA readouts nach Verdiinnung der CB-Oligomere in PBS und Li-
quor. A: Verdiinnung der Oligomere in PBS; B: Verdiinnung der Oligomere in Liquor (poo-
led, von gesunden Kontrollspendern). Gezeigt werden jeweils die Mittelwerte und Standard-
fehler iiber alle in die Analyse einbezogenen Bilder der Doppel- (PBS) bzw. Dreifachbe-
stimmung (Liquor) nach Messungen mit je 25 Bildern pro Well. Protokollversion 1, ZAT-
Platte, verwendete Detektionsantikorper: 6E10-AF488 und IC16-AF647. Schwellenwerte
(Kanal 0/Kanal 1) fiir die Verdiinnung in PBS: 3328/1216; fiir die Verdiinnung in Liquor:
4480/4480.

Der linke Teil der Abbildung (A) zeigt die sSFIDA readouts nach Verdiinnung der
CB-Oligomere in PBS. Abgesehen von einigen Ausreilern nehmen die sFIDA read-
outs fiir geringere Probenkonzentrationen ab, es handelt sich jedoch nicht um eine
lineare Korrelation der Probenkonzentration mit dem readout. Bei 10-facher Ab-
nahme der Konzentration verringert sich der sFIDA readout jeweils nur um etwas
weniger als die Hilfte. Bei Verdiinnung der Oligomere in Liquor (B; rechter Teil
der Abbildung) dagegen ist im Bereich von 24 pM bis 240 fM eine nahezu lineare
Korrelation des sFIDA readouts mit der eingesetzten Probenkonzentration erkenn-
bar. Die sFIDA readouts der Negativkontrolle (reines CSF) sind hier jedoch nicht
von den readouts der 24 fM und 2,4 fM CB-Oligomere zu unterscheiden. Wih-
rend sich die sFIDA readouts der verschiedenen Oligomer-Konzentrationen nach
Verdiinnung in PBS kaum voneinander abgrenzen, fiithren die in Liquor verdiinnten
Oligomere zwar insgesamt zu geringeren readouts, die readouts der verschiedenen

Konzentrationen sind jedoch deutlicher voneinander abgegrenzt.

Eine mogliche Erklirung fiir diese Ergebnisse liegt in der Zusammensetzung von
Liquor. Menschliches Liquor enthilt bis zu 0,45 g/l Protein (Deisenhammer et al.,

2010). Die Proteine im Liquor konnten eine Art Blocking-Effekt bewirken: Beim
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Blocking werden freie Bindungsstellen an der Oberflache durch Proteine abgesiit-
tigt, so dass die unspezifische Bindung der Detektionsantikorper an die Oberflache
verhindert wird. Proteine aus dem Liquor konnten also iiberall dort iiber unspe-
zifische, elektrostatische Wechselwirkungen binden, wo nicht spezifisch und mit
deutlich hoherer Affinitit das Zielprotein A3 an die Immobilisierungs-Antikorper
bindet. Ohne dieses Blocking konnten Detektionsantikorper, die im néchsten Schritt
auf die Oberfliche gegeben werden, unspezifisch an dieselben Stellen binden und
so zu einem hoheren Hintergrundsignal fiihren. Falls auch Proteine des Blocking-
Reagenzes an das Zielmolekiil binden, sollte diese Interaktion unspezifischer Art
sein. Wihrend der Inkubation der Detektionsantikorper sollten diese die unspezi-
fisch gebundenen Proteine ersetzen, da die Antikorper wesentlich affiner an Af3

binden.

Da jedoch in der Zusammensetzung des Liquors sowohl Proteingehalt (Normal-
werte zwischen 150-450 mg/l nach Lang et al. (2005)) als auch Existenz und Kon-
zentration von natiirlich vorkommenden Antikorpern gegen A3 (Britschgi et al.,
2009) von Spender zu Spender variieren, ist die standardmifBige Verdiinnung von
Proben in Liquor nicht sinnvoll. Die Reproduzierbarkeit der Messung von in Li-
quor verdiinnten Proben wére nicht gegeben. Ein Blocking-Effekt ldsst sich aber
auch durch die Zugabe anderer Protein-Losungen erzielen: Hiufig werden hierzu
fetales bovines Serum (FBS), entfettetes Milchpulver, Rinderserumalbumin (BSA)

oder dhnliche proteinhaltige Losungen verwendet.

Die oben aufgezidhlten Reagenzien wurden im sFIDA getestet. Die Zugabe von
20 ul Blocking-Reagenz erfolgte nach der Inkubation der Proben und drei Wasch-
schritten mit TBST. Die Blocking-Reagenzien wurden eine Stunde bei 4°C inku-
biert. Die Kontrollen ohne Blocking wurden in derselben Zeit in PBS inkubiert. Als
Probe wurden die CB-Oligomere in verschiedenen Konzentrationen sowie PBS als

Negativkontrolle verwendet.

Abbildung 4.4 zeigt die Ergebnisse dieses Versuchs. Mit Ausnahme der Kontrol-
le ohne Blocking korrelieren die SFIDA readouts unter allen Versuchsbedingungen
mit den eingesetzten Konzentrationen der CB-Oligomere. Die groBten Differenzen
zwischen den sFIDA readouts der Probe mit der hochsten Konzentration (24 pM)
und der Negativkontrolle entstand nach Blocking mit 10 % FBS und 2,5 % Milch-

pulver. Durch Verwendung von 3 % BSA oder Liquor als Blocking-Reagenzien sind
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Abbildung 4.4: Test verschiedener Blocking-Reagenzien im sFIDA. Dargestellt sind die
sFIDA readouts der Negativkontrolle (PBS; in weif3), von 240 fM (hellgrau), 2,4 pM (grau)
und 24 pM (dunkelgrau) CB-Oligomeren in PBS, jeweils in Doppelbestimmung, bei Ver-
wendung verschiedener Blocking-Reagenzen. Gezeigt werden jeweils die Mittelwerte und
Standardfehler iiber alle in die Analyse einbezogenen Bilder nach Messungen mit je 25
Bildern pro Well. FBS = fetales bovines Serum; Milchp. = Milchpulver. Protokollversi-
on 1, Mikroglas-Platte, verwendete Detektionsantikorper: 6E10-AF488 und IC16-AF647.
Schwellenwerte (Kanal O/Kanal 1): 4500/4500.

die sFIDA readouts zwar allgemein hoher, der Unterschied zwischen der gerings-
ten Proben-Konzentration (240 fM) und der Negativkontrolle ist hier aber geringer
als nach Blocking mit FBS oder Milchpulver, was fiir eine hohere Sensitivitit des
sFIDA nach Blocking mit den letztgenannten Reagenzien spricht. Bei den Ergeb-
nissen der Kontrolle ohne Blocking werden die hochsten sFIDA readouts durch die
Probe mit 24 pM CB-Oligomeren erzielt, die SFIDA readouts mit den geringeren
Probenkonzentrationen zeigen jedoch keine Korrelation zwischen der eingesetzten

Probenkonzentration und dem sFIDA readout.

Nachdem Blocking mit FBS und Milchpulver die deutlichste Unterschiede in den
readouts von unterschiedlichen Oligomer-Konzentrationen im sFIDA zeigte, wur-
den daraufhin verschiedene Konzentrationen von FBS und Milchpulver als Blocking-
Reagenz im sFIDA getestet (Ergebnisse s. Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Test verschiedener Konzentrationen von Milchpulver oder FBS als
Blocking-Reagenzien. Dargestellt sind die sSFIDA readouts der Negativkontrolle (PBS)
und verschiedenen Konzentrationen CB-Oligomere in PBS, nach Verwendung verschiede-
ner Konzentrationen von Milchpulver oder FBS als Blocking-Reagenz. Gezeigt sind jeweils
die Mittelwerte und Standardfehler iiber alle in die Analyse einbezogenen Bilder aus zwei
identisch behandelten Wells nach Messungen mit je 25 Bildern pro Well. FBS = fetales Kil-
berserum; MP = Milchpulver. Protokollversion 1, Mikroglas-Platte, verwendete Detektions-
antikorper: 6E10-AF488 und IC16-AF647. Schwellenwerte (Kanal 0/Kanal 1): 5000/4500.

Die sFIDA-Ergebnisse fiir alle getesteten Konzentrationen der beiden Blocking-
Reagenzien sind hier recht dhnlich: Die sFIDA readouts korrelieren mit den einge-
setzten Probenkonzentrationen zwischen 24 pM und 240 fM. Die sFIDA readouts
fiir 24 fM und 2,4 fM CB-Oligomere und die Negativkontrolle konnen meist nicht
eindeutig unterschieden werden. Da bei der Verwendung von Milchpulver ein sicht-
barer, weilllicher Film auf der Glasoberfliche zu erkennen war und Milchpulver
den Nachteil hat, dass es vor der Verwendung nicht zur Entfernung eventuell in der
Suspension enthaltener Partikel zentrifugiert werden kann, sollte das Blocking in
Zukunft mit FBS erfolgen. Die sFIDA readouts nach Blocking mit 5 % FBS zeigen
die groBte Differenz zwischen der Negativkontrolle und der hochsten eingesetzten
Probenkonzentration. Unter diesen Bedingungen wird also die deutlichste Unter-
scheidung der verschiedenen Proben-Konzentrationen ermdglicht. In zukiinftigen
sFIDA-Experimenten wird das Blocking deshalb mit 5 % FBS erfolgen.
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Nachdem ein geeignetes Blocking-Reagenz und dessen Konzentration ermittelt
wurde, sollte in einem letzten Experiment zur Festlegung des Blocking-Schritts
im sFIDA-Protokoll die Inkubationszeit des Blocking-Reagenzes optimiert werden.
Dafiir wurde der Blocking-Schritt mit 20 ul 5 % FBS bei 4°C fiir 10, 30 oder
60 min durchgefiihrt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die entsprechenden
Wells dreimal mit TBST gewaschen. Das TBST verblieb in den Wells, bis alle Wells

gleichzeitig mit Detektionsantikorpern beladen wurden.

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abbildung 4.6 zusammengefasst. Bei
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Abbildung 4.6: Test verschiedener Inkubationszeiten des Blockings mit 5 % FBS. Dar-
gestellt sind die sFIDA readouts der Negativkontrolle (PBS) und verschiedenen Konzentra-
tionen CB-Oligomere in PBS nach Blocking mit 5 % FBS und Inkubationszeiten von 10, 30
und 60 min. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte und Standardfehler iiber alle in die Ana-
lyse einbezogenen Bilder aus zwei identisch behandelten Wells nach Messungen mit je 25
Bildern pro Well. Protokollversion 1, Mikroglas-Platte, verwendete Detektionsantikorper:
6E10-AF488 und IC16-AF647. Schwellenwerte (Kanal O/Kanal 1): 5000/5300.

allen Inkubationszeiten korreliert der sFIDA readout mit der eingesetzten Kon-
zentration an CB-Oligomeren, mit Ausnahme von einem Ausreifler (readout von
2,4 fM Oligomeren nach 10-miniitigem Blocking). Nach 60-miniitiger Inkubation
des Blocking-Reagenzes ist die Differenz zwischen den readouts der Negativkon-

trolle und der hochsten eingesetzten Konzentration von Oligomeren (24 pM) aller-
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dings geringer als nach 10 oder 30 min Inkubationszeit, und auch der Unterschied
der readouts von 240 fM und 24 fM CB-Oligomeren ist bei 60-miniitiger Inkubation
des Blocking-Reagenzes deutlich geringer als nach den kiirzeren Inkubationszeiten.
Da eine kurze Inkubationszeit zudem den Vorteil hat, dass das Protokoll schneller
durchfiihrbar ist, wird eine Inkubationszeit von 10 min mit 5 % FBS als geeignet
betrachtet, um mit moglichst geringem Zeitaufwand die Sensitivitit des sFIDA zu
erhohen und eine Unterscheidung der sFIDA readouts fiir geringe Probenkonzen-

trationen im fM-Bereich zu erreichen.

Daraufhin wurden im Folgenden sowohl synthetische als auch biologische Pro-

ben mit und ohne Blocking im sFIDA getestet.

Dafiir wurden als synthetische Proben CB-Oligomere iiber sechs Gro3enordnun-
gen von 188 pM bis 1,88 fM und PBS als Negativkontrolle in den sFIDA eingesetzt
(Abbildung 4.7).

Ohne Blocking korrelieren die sFIDA readouts mit den eingesetzten Oligomer-
Konzentrationen in dem Bereich von 188 pM bis 188 fM, und die sFIDA readouts
der geringeren Konzentrationen bis einschlieBlich 18,8 fM und der Negativkontrol-

len sind nicht unterscheidbar.

Nach Blocking durch 5 % FBS korrelieren die readouts im Bereich von 188 pM
bis 18,8 fM mit der eingesetzten Probenkonzentration. Hier kann nur der readout
von 1,88 fM CB-Oligomeren nicht vom readout der Negativkontrolle unterschieden

werden.

Die Anwendung des Blocking-Schrittes im sFIDA fiihrt bei der Messung von
CB-Oligomeren zu einer Korrelation von sFIDA readout und eingesetzter Proben-
Konzentration iiber fiinf GroBenordnungen, im Gegensatz zu vier Groflenordnun-
gen ohne den Blocking-Schritt. Die Nachweisgrenze des sFIDA kann also fiir diese

Probe durch Blocking erhoht werden.
Unter der Annahme, dass alle Oligomere der Probenlosung mit 18,8 fM Oligo-

meren auf der sSFIDA-Oberflache binden und keine Oligomere wihrend der seriellen
Verdiinnung, dem Auftragen oder den verschiedenen Waschschritten im sFIDA ver-
loren werden, miissten pro Bildausschnitt am verwendeten TIRF-Mikroskop etwa
237 Oligomere vorliegen. Es ist jedoch — trotz der Verwendung von ,,Jow retention®-
Pipettenspitzen und ,,protein low binding*“-Reaktionsgefilen — unwahrscheinlich,

dass die verschiedenen Pipettier-Schritte noch vor dem Auftragen der Probe ohne
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Abbildung 4.7: Verschiedene Konzentrationen von CB-Oligomeren mit und ohne
Blocking. Blocking erfolgte mit 5 % FBS in PBS fiir 10 min. Gezeigt sind jeweils die
Mittelwerte und Standardfehler der sFIDA readouts iiber alle in die Analyse einbezogenen
Bilder aus einem Well nach Messungen mit je 25 Bildern pro Well. Jede Probe wurde drei-
fach bestimmt. Protokollversion 2 (Abweichungen: Schritt 1 (s. Tab. 3.9) wie in Protokoll-
version 1, Konzentration von CM-Dextran in Schritt 4: 20 mg/ml), ZAT-Platten, verwendete
Detektionsantikorper: 6E10-Atto488 und IC16-Atto647N. Schwellenwerte (Kanal 0/Kanal
1): 6000/6000.

Verlust zumindest eines Teils der Oligomere ablaufen. Die Berechnung einer Wie-
derfindungsrate ist zwar nicht moglich, da nicht abgeschitzt werden kann, wie grof}
der Verlust von Oligomeren vor dem Auftragen der Probe ist. Dennoch spricht die
Tatsache, dass eine Konzentration von 18,8 fM CB-Oligomeren gegeniiber der Ne-

gativkontrolle zu hoheren readouts fiihrt, fiir eine relativ hohe Wiederfindungsrate.

Vergleicht man die sSFIDA-Ergebnisse ohne Blocking aus Abbildung 4.7 mit den
vor der Protokolloptimierung erzielten Ergebnissen aus Abb. 4.3 (Verdiinnung in
PBS; s. S. 50), so fillt auf, dass die Korrelation zwischen dem sFIDA readout und
der eingesetzten Oligomer-Konzentration nun linear ist, wahrend in Abb. 4.3 bei
10-facher Konzentrationsabnahme nur eine Verringerung des readouts um die Half-

te beobachtet wurde. Das liegt vermutlich am zwischenzeitlichen Wechsel von Pro-
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tokollversion 1 auf Protokollversion 2 (s. Tab. 3.9) und der damit einhergehenden
Optimierung der sSFIDA-Oberfldche.

Da der sFIDA zur Messung biologischer Proben, insbesondere von Liquorpro-
ben von Spendern mit und ohne AD, verwendet werden soll, wurden die sFIDA-
Ergebnisse mit und ohne Blocking auch fiir diese Proben verglichen.

Abbildung 4.8 zeigt die sFIDA readouts von Liquorproben von 5 Kontroll- und
4 AD-Spendern aus einer Kooperation mit Prof. Lewczuk (Universitit Erlangen).

Ohne Blocking variieren die readouts der verschiedenen Proben zwischen einem
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Liquor-Proben (Erlangen)

Abbildung 4.8: sFIDA readouts von Liquorproben mit und ohne Blocking. Darge-
stellt sind die Ergebnisse der Dreifachbestimmungen. A: sFIDA-Protokoll ohne Blocking,
B: sFIDA-Protokoll mit Blocking durch 5 % FBS fiir 10 min. In hellgrau: Ergebnisse
der Proben von nicht-dementen Kontroll-Spendern, in dunkelgrau: Ergebnisse der Pro-
ben von Spendern mit wahrscheinlicher AD. Gezeigt werden jeweils die Mittelwerte und
Standardfehler tiber alle in die Analyse einbezogenen Bilder aus einem Well nach Mes-
sungen mit je 25 Bildern pro Well. Proben aus Studie 2. Protokollversion 2 (Abweichun-
gen: Schritt 1 (s. Tab. 3.9) wie in Protokollversion 1, Konzentration von CM-Dextran in
Schritt 4: 20 mg/ml), ZAT-Platten, verwendete Detektionsantikdrper: 6E10-Atto488 und
IC16-Atto647N. Schwellenwerte (Kanal 0/Kanal 1): 6000/6000

und etwa 100.000 positiven Pixeln pro Bild. Die Kontroll-Proben (hellgraue Bal-
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ken) zeigen dabei mit Ausnahme der Probe ,,neg42‘ hohere readouts als die Proben
von AD-Patienten (dunkelgraue Balken), deren readouts bei Werten zwischen 1 und
etwa 100 liegen. Die Ergebnisse mit Blocking zeigen dagegen deutlich geringere
Werte: Hier liegen die sFIDA readouts aller Proben in einem Bereich zwischen 1
und 100, der Unterschied zwischen den readouts der Kontroll- und AD-Proben ist
geringer als bei den Ergebnissen ohne Blocking.

Die Ergebnisse der Messungen von weiteren humanen Liquorproben (5 AD- und
5 Kontrollproben) mit und ohne Blocking sind in Abbildung 4.9 dargestellt. Auf der
linken Seite sind die Ergebnisse ohne Blocking gezeigt. Hier liegen die readouts

zwischen 0 und etwa 750.000. Abgesehen von einer Kontrollprobe (neg316), die
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Liquor-Proben (Biochemed)

Abbildung 4.9: sFIDA readouts von Liquorproben mit und ohne Blocking. Dargestellt
sind die Ergebnisse der Dreifachbestimmungen. A: sFIDA-Protokoll ohne Blocking, B:
sFIDA-Protokoll mit Blocking durch 5 % FBS fiir 10 min. In hellgrau: Ergebnisse der
Proben von Kontroll-Spendern, in dunkelgrau: Ergebnisse der Proben von Spendern mit
wahrscheinlicher AD. Gezeigt werden jeweils die Mittelwerte und Standardfehler iiber al-
le in die Analyse einbezogenen Bilder aus einem Well nach Messungen mit je 25 Bildern
pro Well. Proben aus Studie 1. Protokollversion 2 (Abweichungen: Schritt 1 (s. Tab. 3.9)
wie in Protokollversion 1, Konzentration von CM-Dextran in Schritt 4: 20 mg/ml), ZAT-
Platten, verwendete Detektionsantikorper: 6E10-Atto488 und IC16-Atto647N. Schwellen-
werte (Kanal 0/Kanal 1): 6000/6000.
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sehr hohe readouts zeigte, waren die readouts der Kontrollproben (hellgraue Balken
in Abb. 4.9) mit Werten zwischen 0 und 400 deutlich geringer als die der AD-Proben
(dunkelgraue Balken) mit readouts von etwa 2000 bis 750.000.

Die Ergebnisse derselben Proben mit Blocking zeigen deutlich geringere Varia-
tionen in den readouts der verschiedenen Proben: Hier lagen alle readouts im Be-
reich zwischen 0 und 500, mit Ausnahme eines Ausreiflers bei etwa 11.000 (zweite
Messung der Probe pos4367). Die readouts der Kontroll- und AD-Gruppe zeigen
hier deutliche Uberlappungen und sind im Gegensatz zu den readouts, die ohne

Blocking erzielt wurden, nicht unterscheidbar.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass 10-miniitiges Blocking mit 5 %
FBS eine erhohte Sensitivitdt des sFIDA fiir Messungen mit synthetischen CB-
Oligomeren bewirkt. Diese erhohte Sensitivitdt des sFIDA ist vermutlich auf ein
geringeres Hintergrundsignal zuriickzufiihren, da durch das Blocking weniger De-
tektionsantikorper unspezifisch auf der Oberflache binden, was ein besseres Signal-

zu-Rauschen-Verhiltnis zur Folge hat.

Bei Untersuchungen von humanen Liquorproben im sFIDA mit und ohne Durch-
fiihrung des Blocking-Schrittes zeigte sich allerdings, dass die sFIDA readouts mit
Blocking deutlich geringer waren als ohne Blocking. Gleichzeitig war eine Un-
terscheidung der sFIDA readouts von AD- und Kontrollproben anhand der mit
Blocking erzielten Ergebnisse nicht moglich; Die ohne Blocking erzielten Ergeb-

nisse hingegen ermdglichten eine solche Unterscheidung.

Im Gegensatz zu den stabilen Oligomeren der Firma Crossbeta scheint Blocking
mit fetalem bovinen Serum Einfluss auf die A3-Oligomere aus Liquor oder auf

deren Fihigkeit zur Antikorper-Bindung zu haben.

Eine mogliche Ursache konnte sein, dass Proteine aus FBS A3-Molekiile im Li-
quor binden und dadurch die Epitope, an die auch die Detektionsantikérper binden,
maskieren. Albumin macht den grofiten Anteil an Proteinen in FBS aus (17-34 g/1,
Herstellerangaben von RMBIO) und es gibt Hinweise in der Literatur, dass Albu-
mine aus humanem und bovinem Serum an oligomeres A3 binden (Barcelo et al.,
2009; Milojevic et al., 2007; Bohrmann et al., 1999). Dadurch wird wahrscheinlich
die Anlagerung von weiteren A [3-Peptiden und somit die weitere Polymerisierung
verhindert (Milojevic et al., 2009).
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Beziiglich der Affinitit des A3 fiir humanes Serumalbumin sind Kp-Werte zwi-
schen 5 uM (Rézga et al., 2007; Stanyon und Viles, 2012) fiir monomeres A3 bzw.
1-100 nM (Milojevic und Melacini, 2011) fiir oligomeres A3 genannt. Milojevic
und Melacini nutzten fiir Experimente neben A1_4p auch Af3,_s3-Fragmente,
die mit humanem Serumalbumin interagierten. In einer anderen Veroffentlichung
(Defelice und Ferreira, 2002) ist angegeben, dass die Aminosduren 1-28 des Af3

mit humanem Serumalbumin interagiert.

Unter der Annahme, dass bovines Serumalbumin (BSA) humanem Serumalbu-
min in der Affinitdt zu AB-Oligomeren dhnelt und auch dieselbe Region des Af3
bindet — ndmlich den N-terminalen Bereich — konnte Albumin aus FBS viele der
AP-Oligomere auf der sFIDA-Oberfliche binden. Dadurch konnten die Bindestel-
le der ebenfalls am N-Terminus bindenden Detektionsantikdrper maskiert und eine

Detektion der A(3-Oligomere verhindert werden.

Allerdings enthilt auch humanes CSF etwa 3 uM Albumin (Stevens et al., 1979);
ein Unterschied in der Albumin-Konzentration von AD-Patienten und einer Kon-

trollgruppe konnte nicht nachgewiesen werden (Serot et al., 1997).

Die molare Konzentration von Albumin in 5 % FBS, wie es zum Blocking in die-
sem Abschnitt verwendet wurde, entspricht etwa 12,8-25,6 uM; die Konzentration
von Albuminen in der Blocking-Losung entsprach also mindestens der vierfachen
Konzentration von Albuminen in CSF. Im Vergleich zur Konzentration des BSA
betrigt die molare Konzentration der Detektionsantikorper nur je 8,9 nM. Wenn der
Kp-Wert von Albuminen und Antikorpern fiir A3 im nanomolaren Bereich liegt ist
es also durchaus plausibel, dass durch Blocking mit FBS Albumine an den groB-
ten Teil der A3-Oligomere binden und diese deshalb nicht mehr detektiert werden

kOnnen.

Dass die synthetischen CB-Oligomere nach Inkubation mit FBS im Gegensatz
zu den Oligomeren aus Liquor Detektionsantikorper binden, liegt vermutlich dar-
an, dass Albumine (oder andere Bestandteile des Serums) die CB-Oligomere nicht
binden konnen. Das kann entweder allgemein an einer anderen Konformation der
synthetischen Oligomere liegen, oder die Modifizierung, die diese Oligomere stabi-
lisiert, verhindert die Bindung. Moglich ist auch, dass weitere im Liquor vorhandene

Molekiile fiir die Bindung des A3 an Albumine nétig sind.

Die beschriebenen Experimente wurden in diesem Abschnitt nur hinsichtlich der
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Auswirkungen des Blockings im sFIDA diskutiert. Weitere Aspekte der sFIDA-
Ergebnisse mit humanen Liquorproben von Patienten mit AD und von Kontroll-

Spendern werden 1 Abschnitt 4.4 ausgewertet und diskutiert.

4.2.4 Optimierung der Anzahl der Waschschritte nach Inkuba-

tion von Proben und Detektionsantikorpern

In diesem Abschnitt sollen die Waschbedingungen im sFIDA-Protokoll nach dem
Auftrag der Proben und Detektionsantikorper untersucht werden.

Dem sFIDA-Protokoll entsprechend werden nach der Vorbereitung der Glasp-
latte zunédchst primdre Amingruppen durch die Reaktion der Hydroxygruppen des
Ethanolamins mit den Silanolgruppen auf der Glasoberfliche eingefiihrt. Uber Ami-
nokopplungen mit EDC und NHS wird CM-Dextran im nédchsten Schritt kovalent an
die Glasoberfliche gebunden. Nach Aktivierung der Carboxylgruppen des Dextrans
werden im néchsten Schritt die Immobilisierungsantikdrper an die Dextran-Matrix
auf der Glasoberfliche gebunden. Die hierbei entstehenden kovalenten Bindungen
erlauben sehr stringente Waschbedingungen.

In den darauf folgenden Schritten des sFIDA-Protokolls, bei der Bindung des
A3 an die Immobilisierungsantikorper sowie der Bindung des A3 durch Fluoro-
chrom-markierte Antikorper, entstehen zwar affine Bindungen des A3 mit anti-
A-Antikorpern, diese sind jedoch nicht kovalent und kénnen sich wieder 16sen.
Deshalb ist es wichtig, nach diesen Schritten ausreichend intensiv zu waschen, um
unspezifisch bindende Molekiile von der Oberfliche zu entfernen und somit unspe-
zifisches Signal zu verhindern. Es darf allerdings auch nicht so intensiv gewaschen
werden, dass zu viele der spezifisch gebundenen Molekiile von der Oberfldche ent-
fernt werden. Hierdurch wiirde das spezifische Signal verringert, was eine Abnahme
der Sensitivitit des Assays zur Folge hitte.

Aus diesem Grund wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei dem die Anzahl der
Waschschritte jeweils nach der Inkubation der Proben und nach der Inkubation der
Detektionsantikorper variiert wurde. Hierfiir wurden drei verschiedene Protokoll-

varianten gewihlt:

A) stringentes Waschen: Entspricht dem vor der durchgefiihrten Messreihe an-
gewandten Protokoll. Nach der Inkubation der Proben wurde 3x mit TBST

gewaschen, nach der Inkubation der Detektionsantikorper 3x mit TBST und
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3x mit Wasser

B) gemibBigtes Waschen: Nach der Inkubation der Proben wurde 2x mit TBST
gewaschen, nach der Inkubation der Detektionsantikorper 2x mit TBST und

1x mit Wasser

C) mildes Waschen: Nach der Inkubation der Proben wurde 1x mit TBST gewa-
schen, nach der Inkubation der Detektionsantikorper 1x mit TBST und 1x mit

Wasser

Als Proben wurden stabilisierte Oligomere der Firma Crossbeta in verschiedenen
Konzentrationen und PBS als Negativkontrolle eingesetzt. Abbildung 4.10 zeigt die
Ergebnisse dieses Versuchs.

Abgesehen von der Negativkontrolle nach stringenten Waschschritten (A) kor-
relieren die sFIDA readouts unter allen getesteten Versuchsbedingungen mit den
eingesetzten Oligomer-Konzentrationen. Die Bereiche, in denen die readouts lie-
gen, variieren jedoch. Unter Versuchsbedingung A (stringentes Waschen) liegen die
sFIDA readouts etwa zwischen 48 (2,4 fM Oligomere) und 19.000 fiir die hochs-
te Probenkonzentration, unter Versuchsbedingungen B (geméBigtes Waschen) zwi-
schen 47 fiir die Negativkontrolle und 22.000 fiir die hochste Konzentration und
unter milden Waschbedingungen (C) zwischen 190 und 175.000. Insgesamt ergibt
sich bei milden Waschbedingungen der beste Kompromiss zwischen einerseits guter
Differenz zwischen den readouts der Negativkontrolle und der geringsten Proben-
konzentration und andererseits guter Korrelation der readouts mit der Probenkon-
zentration.

Die Trennung der verschiedenen Oligomer-Konzentrationen ist also bei Verwen-
dung des sFIDA-Protokolls mit milden Waschbedingungen am deutlichsten. Die-
se Ergebnisse konnen folgendermal3en interpretiert werden: Je weniger gewaschen
wird, desto mehr Hintergrundrauschen wird gemessen, weil mehr unspezifisch bin-
dende oder in Losung vorkommende Fluorochrome auf der Oberfldche verbleiben.
Deshalb ist unter milden Waschbedingungen der sFIDA readout der Negativkon-
trolle und von geringen Oligomer-Konzentrationen hoher als nach einer groeren
Anzahl von Waschschritten. Gleichzeitig wird durch geringeres Waschen aber auch
weniger im Probenmaterial enthaltene A(3-Oligomere und spezifisch daran bin-
dende Detektionsantikorper von der Oberflache entfernt. Dies ist daran zu erken-

nen, dass der Unterschied der readouts zwischen der niedrigsten und der hochsten
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Abbildung 4.10: Vergleich verschiedener Waschbedingungen im sFIDA. Als Proben
wurden CB-Oligomere in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. A: stringentes Wa-
schen (3x TBST nach Inkubation der Proben, 3x TBST und 3x H,O nach Inkubation der
Detektionsantikorper); B: geméBigtes Waschen (2x TBST nach Inkubation der Proben, 2x
TBST und 1x HyO nach Inkubation der Detektionsantikorper); C: mildes Waschen (1x
TBST nach Inkubation der Proben, 1x TBST und 1x H>O nach Inkubation der Detekti-
onsantikorper). Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte und Standardfehler iiber alle in die
Analyse einbezogenen Bilder aus zwei (18,5 pM) bzw. drei (alle anderen Konzentrationen)
identisch behandelten Wells nach Messungen mit je 25 Bildern pro Well. Protokollversion 1,
ZAT-Platte, verwendete Detektionsantikorper: 6E10-Atto488 und IC16-Atto647N. Schwel-
lenwerte (Kanal O/Kanal 1): 4000/6000.

Konzentration unter milden Waschbedingungen groBer ist als unter stringenteren
Waschbedingungen.

Dieser Versuch wurde mit synthetischen CB-Oligomeren durchgefiihrt. Aus theo-
retischen Uberlegungen wurde die Schlussfolgerung auch auf Versuche mit Liquor-
proben iibertragen: Ap3-Oligomere in Liquorproben sind wahrscheinlich deutlich
kleiner als die aus etwa 200 Monomeren bestehenden synthetischen Oligomere der
Firma Crossbeta. Je kleiner die Oligomere sind, umso weniger Immobilisierungs-
Antikorper binden an die Oligomere und halten sie dadurch auf der Oberflache. Die
Wahrscheinlichkeit, dass kleine Oligomere von der Oberfliche gewaschen werden
ist deshalb groBer als bei groeren Oligomeren. Weil erwartet wird, dass die Kon-

zentration von A3-Oligomeren in Liquor gering ist, ist es wichtig, moglichst alle
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in der Losung vorkommenden Oligomere auf der Oberfliche zu binden. Aus die-
sen Griinden sollten die milderen Waschschritte auch fiir sSFIDA-Experimente mit

Liquorproben angewandt werden.

Es wurde also entschieden, dass in zukiinftigen Versuchen nach der Inkubation
der Proben auf der Oberfliche nur einmal mit Puffer und nach der Inkubation der
Detektionsantikorper einmal mit Puffer und einmal mit Wasser gewaschen werden

soll.

4.2.5 Zusammenfassung der Protokolloptimierung

In diesem Teil der Arbeit wurde die Optimierung des sFIDA-Protokolls beschrie-
ben. Einzelne Schritte des Protokolls wurden dabei leicht veridndert oder neu zu
dem Protokoll hinzugefiigt und die Ergebnisse, die durch das veridnderte Protokoll

erzielt wurden, wurden mit denen des vorher iiblichen Protokolls verglichen.

Im ersten Abschnitt wurde untersucht, ob die Inkubation von Natriumhydroxid
verkiirzt werden kann. Das Ergebnis des Versuchs zeigte, dass eine deutliche Ver-
kiirzung der Inkubationszeit von NaOH nicht sinnvoll ist, da diese eine geringere
Differenz der readouts von hohen Probenkonzentrationen gegeniiber der Negativ-

kontrolle und somit eine geringere Sensitivitit des sSFIDA zur Folge hitte.

Weiterhin wurde festgestellt, dass in Liquor verdiinnte CB-Oligomeren eine deut-
lichere Abgrenzung der sFIDA readouts verschiedener Oligomer-Konzentrationen
voneinander und eine bessere Korrelation des sFIDA readouts mit den eingesetzten
Konzentrationen zeigt als in PBS verdiinnte Oligomere. Dies wurde auf die Anwe-
senheit von Proteinen im Liquor zuriickgefiihrt, die denselben Effekt haben konnte
wie die Verwendung eines Blocking-Reagenzes.

Um den Einsatz von Blocking im sFIDA zu untersuchen, wurden zunichst ver-
schiedene Blocking-Reagenzien und Inkubationszeiten des Blocking-Reagenzes ge-
testet. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten, dass von allen getesteten Blocking-
Bedingungen das Blocking mit 5 % FBS iiber 10 min die geringste Nachweisgrenze
in der Detektion von CB-Oligomeren und die beste Korrelation der sFIDA readouts
mit den eingesetzten Oligomer-Konzentrationen ermoglichte.

Der direkte Vergleich des sFIDA mit synthetischen CB-Oligomeren mit und oh-
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ne Blocking zeigte, dass die Anwendung des Blocking-Schrittes die Sensitivitét des
sFIDA um den Faktor 10 erhoht. Der sFIDA readout von 18,8 fM stabilisierten
Oligomeren konnte mit Blocking vom readout der Negativkontrolle unterschieden
werden, wihrend im selben Versuch ohne Blocking erst der readout der néchstho-
heren Konzentration (188 fM) klar vom readout der Negativkontrolle abgegrenzt
werden konnte.

Dagegen zeigten die Ergebnisse mit Liquorproben von AD- und Kontroll-Spen-
dern aus zwei verschiedenen Quellen, dass die SFIDA readouts nach Blocking deut-
lich geringer waren als ohne Blocking. Ohne Blocking waren die sFIDA readouts
von den AD- und Kontrollgruppen — abgesehen von Ausreilern — unterscheidbar;
diese Unterschiede waren im selben Versuch mit Blocking jedoch nicht zu beobach-
ten. Nach diesen Ergebnissen sollte fiir Liquorproben also kein Blocking-Schritt mit

5 % FBS verwendet werden.

SchlieBlich wurde untersucht, ob die zuvor angewandten Waschschritte nach
dem Auftragen von Probe und Detektionsantikdrpern zu stringent sind. Dabei zeigte
sich, dass die readouts bei wenigen Waschschritten insgesamt hoher sind. Die Kor-
relation der readouts mit der eingesetzten Probenkonzentrationen ist bei Verwen-
dung des sFIDA-Protokolls mit milden Waschbedingungen am deutlichsten. Dieser
Versuch wurde nur mit synthetischen stabilen Oligomeren durchgefiihrt, aus theo-
retischen Uberlegungen wurden die Ergebnisse jedoch auch auf Liquorproben iiber-
tragen. Deshalb wurde beschlossen, in zukiinftigen Versuchen mildere Waschbedin-
gungen anzuwenden und nach der Inkubation der Proben nur einmal mit Puffer zu
waschen sowie nach der Inkubation der Detektionsantikorper einmal mit Puffer und

einmal mit Wasser.
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4.3 Herstellung und Charakterisierung stabilisierter

»» KK-“Oligomere aus A3 _4

4.3.1 Hintergrund

In dieser Arbeit wurden hiaufig CB-Oligomere — stabilisierte A [3-Oligomere der Fir-
ma Crossbeta — als Standardmolekiile im sFIDA eingesetzt. Diese Oligomere haben
den Vorteil, dass sie iiber einen Zeitraum von mehreren Monaten stabil sind und so
die Reproduzierbarkeit von sFIDA-Experimenten iiberpriift werden kann. Auch fiir
Experimente zur Protokoll-Optimierung sind stabilisierte A{3-Oligomere, die ohne
aufwindige Vorbereitung vor jedem einzelnen Versuch zur Verfiigung stehen, eine
grole Erleichterung.

Die CB-Oligomere bestehen jeweils aus etwa 200 A3;_4> Monomeren und sind
damit vermutlich grofer als Oligomere, die in humanem Liquor vorkommen. Aus
diesen Griinden wiren selbst hergestellte, kleinere und gut charakterisierte stabili-
sierte Oligomere aus A3 hilfreich als Standardmolekiil und fiir die weitere Entwick-
lung des sFIDA. Die theoretischen Voriiberlegungen zur Herstellung solcher stabili-
sierten Oligomere, die entsprechenden Versuche zur Herstellung und die Charakte-
risierung der produzierten A(3-Oligomere werden in diesem Abschnitt beschrieben.
Die selbst hergestellten, stabilisierten A [3-Oligomere werden im Folgenden als KK-

Oligomere bezeichnet.

4.3.2 Produktion quervernetzter A (3-Oligomere

4.3.2.1 Theoretische Voriiberlegungen

2008 beschrieben Kastner et al. eine Methode (,,GraFix‘), nach der sie Makromo-
lekiile wihrend der Zentrifugation in einem Dichtegradienten fixierten, um die Ag-
gregierung der Makromolekiile zu verhindern und die einzelnen Molekiile fiir die
spatere Untersuchung mittels Elektronen-Mikroskopie zu stabilisieren.

In Anlehnung an diese Methode entstand die Idee, A(3;_4> zunéchst in Puffer
oligomerisieren zu lassen und die resultierenden Oligomere entweder vor oder wih-
rend der Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) durch kovalente Quervernetzung
der einzelnen Peptide eines Oligomeres zu stabilisieren.

Bei der DGZ (schematisch in Abb. 4.11 dargestellt) werden Partikel anhand ihrer
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Sedimentationsgeschwindigkeit in einem Dichtegradienten getrennt. Die Sedimen-
tationsgeschwindigkeit der Partikel ist dabei zum einen abhingig von Parametern,
die vom Anwender bestimmt werden konnen, ndmlich der Stirke der Beschleuni-
gung (durch die Zentrifuge) sowie der Viskositit und Dichte des Mediums. Zum an-
deren hingt die Sedimentationsgeschwindigkeit von der Beschaffenheit — der Kon-
formation, Dichte und Masse — der Partikel ab. In der Annahme, dass A 3-Oligomere
unabhiingig von ihrer Masse dhnliche Konformationen und Dichten aufweisen, wer-
den die stabilen Oligomere im Wesentlichen anhand der Masse, also der Anzahl an

Peptiden pro Oligomer, aufgetrennt.
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Abbildung 4.11: Schematische Darstellung der DGZ. In einem Zentrifugenrohrchen
(schwarzer Zylinder) wird ein Dichtegradient hergestellt, indem verschiedene Fraktionen
mit geringer werdender Konzentration eines gelosten Stoffes (in verschiedenen Griintonen
dargestellt) von unten nach oben geschichtet werden. Auf diesen Dichtegradienten wird die
Probe (in grau) geschichtet, die Partikel verschiedener Grofien (schwarze Kreise) enthilt.
Wihrend der DGZ wird durch Diffusion aus diesem schrittweisen Dichtegradienten ein li-
nearer Gradient und die in der Probe enthaltenen Partikel sedimentieren entsprechend ihrer
Konformation, Dichte und Masse.

Zur kovalenten Quervernetzung des A3 gibt es verschiedene Moglichkeiten, die
von Moore et al. (2009) untersucht wurden. Sie beschreiben die Quervernetzung
des A[3 durch Glutaraldehyd oder durch das Enzym Transglutaminase. Die Autoren
stellten fest, dass Glutaraldehyd verstidrkt mit der N-terminalen Amingruppe des A3
reagiert und ein Piperidin-Konjugat formt. Diese Modifizierung kann die Bindung

von Antikorpern am N-Terminus verhindern, weshalb die Quervernetzung des A[3
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durch Glutaraldehyd fiir den hier beschriebenen Einsatz der stabilisierten Oligo-
mere im sFIDA ungeeignet erscheint. Die Ergebnisse der Ansidtze mit dem Enzym
Transglutaminase zeigten, dass hier nicht nur die Peptide der A(3-Oligomere quer-
vernetzt wurden, sondern dass A3 auch an das Enzym selbst gebunden wurde. Aus
diesem Grund wurde die Verwendung von Transglutaminasen zum Stabilisieren der

A[3-Oligomere ebenfalls verworfen.

Eine weitere Moglichkeit zur Quervernetzung der Peptide ist eine Reaktion mit
EDC. EDC reagiert mit dem Carboxylat einer Aminosédure (z. B. von einem Pep-
tid), wobei ein reaktives Zwischenprodukt (O-Acylisoharnstoff) entsteht, das durch
einen nukleophilen Angriff eines primédren Amins (z. B. von einem zweiten Pep-
tid) leicht verdringt wird. Bei dieser Reaktion werden die beiden Peptide kovalent
miteinander verkniipft, am effektivsten bei pH-Werten um 4,5. Um die Reaktion
effizienter ablaufen zu lassen, kann zusitzlich zum EDC ein weiteres Reagenz, N-
Hydroxysuccinimid (NHS), eingesetzt werden. Uber das EDC bindet NHS an Car-
boxyle, wodurch ein NHS-Ester gebildet wird. NHS-Ester stellen ein stabiles Inter-
mediat dar, im Gegensatz zum deutlich instabileren Intermediat O-Acylisoharnstoff,
das bei der Reaktion mit EDC alleine entsteht. Bei physiologischem pH-Wert kann
dieser NHS-Ester effizient an primire Amine binden. Die Reaktion mit EDC und
NHS ist in Abbildung 4.12 dargestellt.
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Abbildung 4.12: Schematische Darstellung der Verkniipfung zweier Peptide mittels

EDC und NHS. Die runden Kreise mit den Ziffern 1 und 2 stellen Peptide dar. Quelle:
wikipedia.org

Diese Art der Quervernetzung von A3 zur Produktion von stabilisierten Oligo-
meren wurde getestet. Die Experimente hierzu und die schrittweise Entwicklung

der Produktion von stabilisierten Oligomeren werden im Folgenden beschrieben.
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4.3.2.2 Kovalente Quervernetzung von Af3|_4»

Zunichst wurde untersucht, ob A31_47 durch EDC und NHS quervernetzt werden
kann. Dafiir wurde A[3{_4> in einer Konzentration von 80 uM in PBS in Anwesen-
heit von EDC (200 mM) und NHS (50 mM) inkubiert. Nach verschiedenen Inku-
bationszeiten wurden je 5 pl dieser Reaktionsansédtze entnommen und zum Stop-
pen der Reaktion mit 5 ul Ethanolamin-Hydrochlorid (1 M in PBS) gemischt. An-
schliefend wurden die mit verschiedenen Inkubationszeiten hergestellten Ansitze
denaturiert und mittels SDS-PAGE untersucht. Die Proteinbanden wurden durch
Silberfiarbung sichtbar gemacht.

Das Ergebnis ist in Abbildung 4.13 dargestellt. Fiir alle Inkubationszeiten sind
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i Abbildung 4.13: Kovalente Quervernet-
30 -8 zung von A durch EDC und NHS nach
verschiedenen Inkubationszeiten. SDS-
PAGE von 80 uM A _42, das 10-120 min
in Anwesenheit von EDC und NHS inku-
biert wurde. M: Proteinmarker (PageRu-
ler Unstained Broad Range Protein Ladder
von Thermo Scientific).
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Proteinbanden am unteren Gel-Ende erkennbar, die A3-Monomeren mit einem Mo-
lekulargewicht von 4,5 kDa entsprechen. Ab einer Inkubationszeit von 30 min sind
auch am oberen Gel-Ende Banden erkennbar, die mit zunehmender Dauer der In-
kubation intensiver gefdrbt sind. Diese Banden sind im Gel noch etwas langsamer
gelaufen als das 250 kDa gro3e Markerprotein und entsprechen quervernetztem Af3.
Dass bei Inkubationszeiten bis 120 min Monomere im Gel nachgewiesen wur-
den, zeigt, dass bei diesem Reaktionsansatz auch nach 120 min nicht alle Af3-
Peptide zu Oligomeren quervernetzt wurden. Bis zu einer Inkubationszeit von 90 min
nimmt die Intensitit der Banden von quervernetzten A[{3-Molekiilen zu und somit
auch deren Konzentration in den jeweiligen Ansitzen. Die Oligomer-Banden, die

durch 90 bzw. 120 min Inkubationszeit entstehen, zeigen keine Unterschiede in der
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Intensitdt der Silberfarbung. Es kann also angenommen werden, dass eine weitere
Konzentrationszunahme des quervernetzten A3 nach 90 min Inkubationszeit nicht
mehr stattfindet oder relativ gering ist.

Dieser Versuch zeigt also, dass Reaktionen durch EDC und NHS zur Querver-
netzung von A31_4 geeignet sind und dass die Reaktion unter den gewéhlten Be-

dingungen mindestens 90 min lang aktiv ist.

4.3.2.3 Vergleich der Quervernetzung vor und wihrend der Auftrennung von
AB-Oligomeren mittels DGZ

Nachdem experimentell bestitigt wurde, dass A3 mittels EDC und NHS querver-
netzt wird, wurde im Folgenden die Quervernetzung mit der DGZ kombiniert. Als
Gradientenmaterial wurde Saccharose gewihlt, die in Konzentrationen zwischen 5
und 50 % (w/v) eingesetzt wurde. Der generelle Ablauf einer DGZ zur Produktion
von stabilen Oligomeren wird im Folgenden kurz beschrieben:

Ausgehend von der Fraktion mit der hochsten Saccharose-Konzentration hin zu
den geringer werdenden Konzentrationen werden die Fraktionen in einem Zentri-
fugenrohrchen vorsichtig iibereinander geschichtet, eine Durchmischung der ver-
schiedenen Fraktionen soll dabei vermieden werden. Auf die Fraktion mit 5 % Sac-
charose werden vorsichtig 200 pl der Probe (vorinkubiertes A3, 80 uM in PBS) ge-
geben. Darauthin wird die Ultrazentrifugation des Dichtegradienten fiir 3 h 10 min
bei 259.000 g gestartet. Nach der Zentrifugation werden die Gradienten der Zen-
trifuge entnommen. Sorgfiltig werden Fraktionen mit je 150 pl von oben nach un-
ten entnommen und in dieser Reihenfolge mit den Nummern 1-13 benannt. In den
verschiedenen Fraktionen sollten nun also die Molekiile sortiert nach ihrer Konfor-
mation, Dichte und Masse vorliegen. Geht man davon aus, dass alle A[3-Molekiile
eine dhnliche Dichte und Konformation aufweisen, dann sollten die leichtesten und
kleinsten Partikel in der Fraktion 1 vorliegen, die schwersten und groBten in der
Fraktion 13.

Die Quervernetzung des A [3 kann entweder vor oder wihrend der DGZ erfolgen.
Beide Moglichkeiten wurden getestet:

Nach Protokoll A wurde das A3 zunédchst 10 min in PBS vorinkubiert, nach Zu-
gabe von EDC und NHS wurde es weitere 30 min inkubiert. Vor dem Auftragen der
Probe auf den Dichtegradienten wurde die Quervernetzung durch EDC und NHS

gestoppt, indem Ethanolamin-Hydrochlorid dazugegeben wurde.



71

Nach Protokoll B wurde das A3 45 min in PBS vorinkubiert, EDC und NHS
wurden den Fraktionen mit 10-50 % Saccharose zugefiigt. Das A3 kam also erst
wihrend der Zentrifugation in Kontakt mit EDC und NHS und wurde dementspre-
chend auch erst im Gradienten quervernetzt. Nach der Zentrifugation wurden alle
Fraktionen mit Ethanolamin-Hydrochlorid gemischt, um die Quervernetzung durch
EDC und NHS zu stoppen.

Im Anschluss an die DGZ wurden alle Fraktionen denaturiert und mittels SDS-
PAGE mit anschlieBender Silberfirbung der Gele untersucht (s. Abbildung 4.14).

A: Quervernetzung vor DGZ B: Quervernetzung wéhrend DGZ

12M 3456 78 910111213 1234M56 7 8910111213

Abbildung 4.14: Vergleich der A(3-Quervernetzung vor und wihrend der DGZ. Die
Zahlen iiber den Geltaschen stehen fiir die dort applizierten Fraktionen. M: Markerproteine.
Zwischen den beiden Gelen sind auf Hohe der Markerproteine deren jeweilige Grofle in
kDa angegeben.

Nach Protokoll A (Quervernetzung des A3 vor der DGZ) sind keine Banden
mit Monomer-Grof3e (4,5 kDa) im Gel erkennbar, was dafiir spricht, dass der groB3-
te Teil des AP quervernetzt wurde. In den Fraktionen 5-13 sind jeweils einzelne
Banden zu erkennen, die aus quervernetzten Af3-Molekiilen bestehen. Fraktion 5
zeigt eine sehr schwache Bande, die etwa auf derselben Hohe wie das Markerpro-
tein mit 150 kDa liegt. Die Bande von Fraktion 6 liegt etwa auf Hohe des 250 kDa
schweren Markerproteins und in den weiteren Fraktionen zeigen die quervernetzten
A[3-Molekiile geringere Laufweiten als das grofite Markerprotein mit 250 kDa. Alle
Banden sind hier relativ schmal und deutlich abgegrenzt.

Nach Protokoll B (Quervernetzung des A3 wihrend der DGZ) sind in den Frak-
tionen 1 und 2 sehr schwache Banden erkennbar, die A[3-Monomeren entsprechen.

In den Fraktionen 3-11 sind Banden aus quervernetztem Af3 sichtbar, wobei die
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intensivsten Banden, die vermutlich den groften Proteingehalt aufweisen, in den
Fraktionen 5-8 liegen. Die Bande der Fraktion 5 liegt etwa zwischen den Laufwei-
ten der Markerproteine mit 70 und 250 kDa, die Bande der Fraktion 6 liegt etwa
auf einer Hohe mit dem Markerprotein mit 250 kDa, ist jedoch etwas breiter, um-
fasst also Molekiile mit einer groleren Bandbreite an Laufweiten. Die Proteine der
Fraktionen 7-11 zeigten geringere Laufweiten im Gel als das Markerprotein mit
250 kDa.

Es kann nicht davon ausgegangen werden, dass die quervernetzten A3-Oligo-
mere das gleiche Molekulargewicht haben wie Markerproteine, die in der Gel-Elek-
trophorese ebenso weit gelaufen sind, da das Laufverhalten der Proteine im Gel
nicht nur vom Molekulargewicht des Proteins, sondern auch von der Konformation
und der Fihigkeit des Proteins, negativ geladenes SDS zu binden, abhéngt. Diese
Eigenschaften konnen bei dicht gepackten A3-Oligomeren und den Markerprotei-
nen deutlich unterschiedlich sein, da die Markerproteine vor der Gelelektrophorese
durch Hitzedenaturierung und die Zugabe von SDS linearisiert werden; eine solche

Linearisierung kann bei quervernetzten A (3-Oligomeren nicht erfolgen.

Eine Bestimmung des Molekulargewichts von quervernetzten Oligomeren an-
hand des Vergleichs der Laufweiten von Oligomeren und Markerproteinen diirf-
te demnach sehr ungenau sein. Wenn man jedoch davon ausgeht, dass die Af3-
Oligomere verschiedener Fraktionen dhnliche Eigenschaften hinsichtlich ihrer Kon-
formation und der Anlagerung von SDS aufweisen, sollten die Laufweiten mit der

Masse der quervernetzten A 3-Molekiile korrelieren.

Die Ergebnisse zeigen also, dass die entstehenden Molekiile aus quervernetz-
tem A3 wie geplant durch beide Varianten des Protokolls wihrend der DGZ ihren
Grofen nach aufgetrennt werden und dementsprechend in den Fraktionen mit ge-
ringeren Saccharose-Konzentrationen auch die kleineren Molekiile vorliegen. Bei
Quervernetzung des A3 bereits vor dem Auftragen auf den Dichtegradienten ent-
stehen groBere AR-Oligomere als bei der Quervernetzung erst wihrend der DGZ.
Eine Erkldarung hierfiir ist, dass bei der Quervernetzung wihrend der Vorinkuba-
tion das Af} in einer hoheren Konzentration vorliegt als spiter, wenn es wihrend
der DGZ durch das Gradientenmaterial verdiinnt wird. Wenn die A (3-Peptide dich-
ter zusammenliegen, ist auch die Wahrscheinlichkeit groB3er, dass Peptide, die zwar

nicht im selben Oligomer vorliegen, aber z. B. durch Diffusion in enge rdumliche
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Néhe geraten, kovalent miteinander verkniipft werden. Daraus wiirde resultieren,
dass die vor der DGZ quervernetzten Peptide nicht unbedingt in einer oligomeren
Konformation vorliegen, sondern dass die Peptide auch an zufilligen Positionen
verkniipft werden.

Weil jedoch quervernetzte A [3-Molekiile gewiinscht sind, die moglichst in einer
oligomeren Konformation vorliegen, soll fiir zukiinftige Produktionen von stabilen
Oligomeren die Variante B des Protokolls mit der Quervernetzung des A3 wihrend
der Zentrifugation der Oligomere durch den Gradienten durchgefiihrt werden. Mit
dieser Methode konnen Oligomere hergestellt werden, die in der SDS-PAGE ein
dhnliches Laufverhalten zeigen wie die Markerproteine mit Grolen zwischen 70
und 250 kDa. Die auf diese Weise hergestellten Oligomere werden im Folgenden

als KK-Oligomere bezeichnet.

4.3.2.4 Reinigung der KK-Oligomere

Da Saccharose, Ethanolamin-Hydrochlorid, EDC und NHS nach der DGZ in den
Fraktionen mit den KK-Oligomeren vorliegen und bei einigen der Methoden zur
Charakterisierung der Oligomere das Ergebnis beeinflussen konnten, wurden diese
Reagenzien im nédchsten Schritt moglichst vollstindig aus dem PBS entfernt. An-
schliefend wurde iiberpriift, ob die KK-Oligomere nach der Reinigung noch in der
Losung vorhanden waren.

Die Proben wurden zunichst iiber Entsalzungssdulen (Ausschlussgrenze: 40 kDa)
mit PBS gereinigt; laut Herstellerangaben werden dadurch mehr als 95 % aller 1,5
bis 2 kDa gro3en Molekiile entfernt. Diese gereinigten Proben wurden anschlieBend
3x mindestens 8 h gegen 2 1 PBS dialysiert (Ausschlussgrenze: 20 kDa).

Im Anschluss wurden die Zuckerkonzentrationen in den gereinigten Proben re-
fraktometrisch bestimmt. Dabei konnte kein messbarer Unterschied der Zuckerkon-
zentrationen in den gereinigten Fraktionen mit den KK-Oligomeren gegeniiber rei-
nem PBS festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Da die anderen Reagenzien im
Vergleich zur Saccharose in den Fraktionen in relativ niedrigen Konzentrationen
vorlagen, wird davon ausgegangen, dass auch diese Reagenzien durch die Reini-
gung ausreichend verdiinnt wurden, um die Ergebnisse von Analyse-Methoden (wie
zum Beispiel dem BCA-Assay) nicht zu beeinflussen.

Des Weiteren wurde die Anwesenheit der Oligomere in den Lésungen vor und

nach den beiden Reinigungsschritten mittels SDS-PAGE und anschlielender Sil-
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berfarbung tiberpriift. Ein Foto des Gels mit den Fraktionen 5-8 jeweils vor der
Reinigung, nach der Reinigung durch Entsalzungssédule und nach Dialyse ist in Ab-

bildung 4.15 gezeigt. Wie hier zu sehen ist, werden die Banden aller Fraktionen
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Abbildung 4.15: SDS-PAGE mit KK- = = &+ — e o B B
Oligomeren aus den Fraktionen 5-8 vor ' - - .- .-
und nach der Reinigung. Die Zahl vor | '. . '

dem Bindestrich gibt die Fraktion an, die | == ’

Zahl hinter dem Bindestrich die Anzahl an
Reinigungsschritten: 0) keine Reinigung
der Fraktionen, 1) Fraktionen nach Aufrei-
nigung durch Entsalzungssédulen, 2) Frak-
tionen nach Reinigung durch Entsalzungs-
sdulen und Dialyse. M: Proteinmarker. Von
allen Proben sind gleiche Volumina aufge-
tragen.
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mit jedem Reinigungsschritt schwiicher, die Laufweiten bleiben jedoch identisch.
Bei den nicht gereinigten Fraktionen sind zusitzlich zu den Banden der Oligomere
schwache Banden am unteren Ende des Gels — hervorgerufen durch A3-Monomere
— zu erkennen. Bereits nach dem ersten Reinigungsschritt durch Entsalzungssdulen

sind durch diese Methode keine Monomere mehr nachweisbar.

Da von jeder Probe zwar dieselben Volumina aufgetragen wurden, die Reini-
gungsschritte aber zu einer Verdiinnung der Proben gefiihrt haben, lassen die schwi-
cheren Banden der Proben nach der Reinigung nicht darauf schlieen, dass wihrend
der Reinigungsschritte ein grofer Teil der KK-Oligomere verloren wurde. Da Sil-
berfirbung zudem nicht zur quantitativen Bestimmung von Proteinkonzentrationen
geeignet ist und ein BCA-Assay zur Ermittlung der Proteinkonzentration vor der
Entfernung des NHS aus den Proben nicht moglich ist, ldsst sich hier keine Aussa-

ge liber die Ausbeute der Oligomere nach der Reinigung treffen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die KK-Oligomere nach der Reinigung in dersel-
ben GroBe wie vorher vorliegen. Durch die Reinigung wurden Monomere, Saccha-

rose und andere Reagenzien aus der Losung entfernt.
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4.3.2.5 Lagerungsbestindigkeit der KK-Oligomere

Die Lagerungsmoglichkeiten der KK-Oligomere wurden untersucht. Dafiir wurden
Aliquots der nicht gereinigten Fraktion 6 drei Wochen unter verschiedenen Bedin-

gungen gelagert:
e bei4°C
e bei —20°C mit einem, 3 bzw. 5 Einfrier-Auftau-Zyklen
e bei 4°C mit 0,05 % Natrium-Azid

Nach der dreiwochigen Lagerung wurden die Proben mittels SDS-PAGE unter-
sucht, die Proteinbanden wurden durch Silberfarbung sichtbar gemacht. Die Ergeb-
nisse sind in Abbildung 4.16 gezeigt.

A B

O NA M 17Z 3Z 57

Abbildung 4.16: Experiment zur Lagerung von KK-Oligomeren. A zeigt die Fraktion 6
einen Tag nach der Produktion der Oligomere. B zeigt dieselbe Fraktion, die aliquotiert und
3 Wochen unter verschiedenen Bedingungen gelagert wurde. O: Lagerung bei 4°C; NA:
nach Zusatz von 0,05 % Natrium-Azid Lagerung bei 4°C; 17, 3Z und 5Z: Lagerung bei
—20°C mit einem, 3 oder 5 Einfrier-Auftau-Zyklen. Links neben den Gelen sind auf Hohe
der Markerproteine (in Spalte M) deren jeweilige Grofle in kDa angegeben.

Die linke Seite der Abbildung (A) zeigt die Fraktion 6 einen Tag nach der Her-

stellung der KK-Oligomere. Hier ist eine Bande am oberen Gel-Ende zu erkennen,
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die den KK-Oligomeren entspricht, sowie eine nur sehr schwache Bande, die wei-
ter gelaufen ist als das Markerprotein mit 10 kDa und A3-Monomeren entspricht.
Auf der rechten Seite der Abbildung (B) ist ein Foto von dem Gel zu sehen, auf
dem dieselbe Fraktion 6 aufgetragen wurde, nachdem sie unter den bereits genann-
ten Bedingungen gelagert wurde. Es sind jeweils dieselben Volumina aufgetragen.
Nach der Lagerung in Natrium-Azid (NA) bei 4 °C und einmaligem Einfrieren bei
—20°C (1Z) sind keine Unterschiede der Laufweiten gegeniiber der unbehandelten
bei 4°C gelagerten Fraktion (O) zu erkennen. Vergleicht man jedoch die Protein-
banden nach einem (1Z), 3 (3Z) oder 5 (5Z) Einfrier-Auftau-Zyklen, so erkennt
man, dass die Proteinbanden der KK-Oligomere weniger intensiv gefirbt sind, je
ofter die Fraktion eingefroren und wieder aufgetaut wurde, die Konzentration der
Oligomere scheint hier also mit zunehmender Anzahl Einfrier-Auftau-Zyklen ab-
zunehmen. Unter keiner der getesteten Bedingungen sind kleinere Abbauprodukte
der KK-Oligomere zu erkennen.

Die Fraktion, die ohne Zusatz bei 4°C gelagert wurde, war also nach drei Wo-
chen offenbar unverindert. Da Saccharose-Losung jedoch als Ndhrmedium fiir vie-
le Mikroorganismen dient und bekannt ist, dass spatestens nach vier Wochen mit
bloBem Auge sichtbare Pilze in den Fraktionen wachsen, soll diese Art der Lage-
rung nicht genutzt werden. Die Zugabe von Natrium-Azid verhindert das Wachstum
von Mikroorganismen. Weder die Zugabe von 0,05 % Natrium-Azid noch einma-
liges Einfrieren der KK-Oligomere scheinen die Gro3e und Konzentration der Oli-
gomere deutlich zu beeinflussen.

Da nicht bekannt ist, ob der Zusatz von Natrium-Azid in manchen Assays zur
Charakterisierung der KK-Oligomere storend sein kann, sollen die stabilen Oligo-

mere bevorzugt in Aliquots eingefroren werden.

4.3.3 Charakterisierung der KK-Oligomere

4.3.3.1 GroBe und Morphologie

Um die Grofe und Morphologie der KK-Oligomere zu bestimmen, wurden sie mit-
tels Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) analysiert.

In der TEM werden sehr diinne Proben mit Hilfe von Elektronenstrahlen abgebil-
det. Wenn Elektronen die Probe durchstrahlen, dndern sie ihre Bewegungsrichtung.

Anhand der Elektronen, die ihre Bewegungsrichtung nicht dndern, entsteht ein Bild,
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das vergroBert und detektiert werden kann.

Da biologische Proben Elektronen meist nur schwach streuen, konnen diese Pro-
ben zur Steigerung des Kontrasts mit Schwermetallen, zum Beispiel mit Uranylace-
tat, gefirbt werden. Das Uranylacetat legt sich dabei um die Partikel — die Partikel

selbst erscheinen deshalb hell, die uranylacetatreiche Umgebung dunkel.

Die aufgereinigten Fraktionen 5 bis 8 wurden auf Kupfernetze aufgebracht und
mit Uranylacetat (2 % w/v in Wasser) gefirbt. In Abbildung 4.17 sind TEM-Auf-
nahmen dieser Fraktionen nach der Farbung mit Uranylacetat gezeigt. Hier sind
deutliche Unterschiede der KK-Oligomere aus den verschiedenen Fraktionen zu er-

kennen:

Abbildung 4.17: TEM-Aufnahmen der Fraktionen 5 bis 8 nach Fiarbung mit Uranyla-
cetat.



78

Die TEM-Aufnahmen der Fraktionen 5 und 6 zeigen iiberwiegend globulére
Strukturen, die in Fraktion 6 aufgrund eines deutlicheren Kontrasts zwischen Pro-
be und Hintergrund besser zu erkennen sind. In Fraktion 5 scheinen die Partikel
kleiner zu sein als in Fraktion 6. In beiden Fraktionen scheinen die quervernetzten
A[3-Molekiile in einer globuldren, oligomeren Form vorzuliegen.

Die TEM-Aufnahmen der Fraktionen 7 und 8 hingegen zeigen iiberwiegend
langliche Strukturen und nur wenige runde Strukturen. Teilweise scheint es, als
wiren die langlichen Strukturen eine Aneinanderreihung von kugelféormigen Struk-
turen. Fiir die Beobachtung von lidnglichen Strukturen gibt es zwei mogliche Er-
klarungen: Entweder die A[3-Molekiile in diesen Fraktionen sind globulidre Oligo-
mere, wie sie auch in Fraktion 6 vorkommen, die in einer bestimmten, linglichen
Anordnung kovalent oder nicht-kovalent aneinander binden. Oder die quervernetz-
ten AP3-Molekiile liegen hier iiberwiegend in einer proto-fibrilldren oder fibrilldren
Form vor. In der Veroffentlichung von Serpell (2000) sind dhnlich geformte Af3-
Molekiile aus A3{_4; in einer EM-Aufnahme gezeigt, die als , fibrillire Aggregate*
bezeichnet werden, im Gegensatz zu A3-Fibrillen, die deutlich langer sind. Diese
Molekiile, wie sie in den Fraktionen 7 und 8 zu sehen sind, scheinen also auch ohne

stabilisierende Behandlung zu entstehen.

Abbildung 4.18: TEM-Aufnahme der Fraktion 6 nach Firbung mit Uranylacetat in 2
verschiedenen Vergroferungen. A: VergroBerung von 31,5k, B: VergroBerung von 60k.

Kontrast und die Bildschirfe sind auf keinem der Bilder ausreichend, um eine

automatische Partikelerkennung und Groflenanalyse mittels ImageJ durchzufiihren.
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Bei den meisten Bildern ist auch eine manuelle Analyse der Partikelgroen nicht
sinnvoll, da haufig die Grenzen zwischen den Partikeln bzw. zwischen Partikel und
Hintergrund nicht eindeutig zu erkennen sind. Die Bilder mit den KK-Oligomeren
aus Fraktion 6 (s. auch Abb. 4.18) zeigen jedoch ausreichenden Kontrast, um einzel-
ne Oligomere ,,manuell mit Hilfe der ImageJ-Software zu vermessen. Es wurden
die Durchmesser von 25 gut erkennbaren Oligomeren bestimmt. Im Mittel malen
die Oligomere 9,6 nm im Durchmesser mit einer Standardabweichung von 1,1 nm.
Der grofite gemessene Durchmesser lag bei 11,2 nm, der kleinste betrug 7,2 nm.
Wenn eine durchschnittliche Dichte von Proteinen (1,41 g/cm3; Fischer et al.,
2004) sowie eine Kugelform der Oligomere angenommen wird, entspricht ein Durch-
messer von 9,6 nm einem Molekulargewicht von etwa 396 kDa. Nach dieser Be-
rechnung wiirde ein KK-Oligomer der Fraktion 6 aus etwa 87 (bzw. unter Einbezie-

hung der Standardabweichungen aus 61-120) A3;_4>-Peptiden bestehen.

4.3.3.2 Sedimentationsexperimente zur Bestimmung des Molekulargewichts

Im letzten Abschnitt wurde die GroBe der KK-Oligomere aus Fraktion 6 mittels
TEM-Aufnahmen ermittelt und unter Annahme einer fiir Proteine durchschnittli-
chen Dichte das ungefihre Molekulargewicht dieser Oligomere berechnet. In die-
sem Abschnitt wird beschrieben, wie das Molekulargewicht der kugelformigen Oli-
gomere aus den Fraktionen 5 und 6 mithilfe einer weiteren Methode nidherungswei-
se ermittelt wurde.

Dafiir wurden Proteine mit bekannten Molekulargewichten in einer DGZ aufge-
trennt. Anhand der Sedimentation dieser Proteine im Vergleich zur Sedimentation
der KK-Oligomere konnte anschlieBend anhand des Sedimentationskoeffizienten

das Molekulargewicht der Oligomere niherungsweise bestimmt werden.

Die eingesetzten Proteine, ihr jeweiliges Molekulargewicht und die Aufteilung
des Molekulargewichts in Untereinheiten (bei Proteinen, die aus mehreren Unter-
einheiten bestehen) sind in Tabelle 4.1 aufgefiihrt. Jedes dieser Proteine wurde mit
einer Konzentration von etwa 1 mg/ml in PBS gelost; je 10 ul dieser Proteinlosun-
gen wurden als Probe in insgesamt 200 pl auf den Dichtegradienten geschichtet.

Die Bedingungen der DGZ und die Beschaffenheit des Gradienten waren denen
zur Produktion von KK-Oligomeren identisch, davon abgesehen, dass dem Gradi-

enten hier kein EDC und NHS zugefiigt wurde.
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Tabelle 4.1: In der DGZ eingesetzte Proteine und deren Molekulargewicht. Alle Protei-
ne stammen aus Kits zur Kalibrierung von Gelfiltrations-Sdulen (,,Gel Filtration Calibration
Kit HMW/LMW* von GE-Healthcare) und dienen als globulédre Protein-Standards.

Molekulargewicht Aufteilung des Molekulargewichts

Protein (kDa) (im Falle mehrer Untereinheiten)
Aprotinin 6,5

Ribonuklease A 13,7

Ovalbumin 44

Conalbumin 75

Aldolase 160 4x 40 kDa

Catalase 240 4x 60 kDa

Ferritin 440 24x 19-21 kDa

Im Anschluss an die DGZ mit den in Tabelle 4.1 aufgefiihrten Proteinen wurde
(wie bei der Produktion von KK-Oligomeren) der Gradient von oben nach unten in
13 Fraktionen aufgeteilt und eine SDS-PAGE mit den denaturierten Proben jeder
Fraktion durchgefiihrt.

Proteine, die aus mehreren Untereinheiten bestehen, liegen nach der Denaturie-
rung fiir die SDS-PAGE in den einzelnen Untereinheiten vor, die jeweils entspre-
chend ihres Molekulargewichts im Gel migrieren.

Die Proteinbanden wurden mittels Silberfarbung sichtbar gemacht. Ein Foto des
Gels ist in Abbildung 4.19 gezeigt.

Wie hier zu sehen ist, variiert die Bandenintensitit der verschiedenen Protei-
ne deutlich, was auf unterschiedlich hohe Konzentrationen der Proteine hindeutet.
Wichtig fiir diesen Versuch war jedoch nicht, identische Konzentrationen der Prote-
ine einzusetzen, sondern die Proteine zu identifizieren, deren grof3ter Anteil in den
Fraktionen 5 und 6 vorliegt.

Fiir Fraktion 6 ist eindeutig zu erkennen, dass Catalase — die aus vier Unterein-
heiten mit je 60 kDa besteht — hier die intensivste Bande hervorbringt. In der Frakti-
on 5 ist die Zuordnung nicht ganz eindeutig, da die Banden des Proteins Ovalbumin
(44 kDa) nicht von den Banden des Proteins Aldolase (bestehend aus vier Unterein-
heiten mit je 40 kDa) unterschieden werden konnen. Es ist jedoch deutlich zu er-
kennen, dass Conalbumin mit einem Molekulargewicht von 75 kDa die intensivsten
Banden in den Spuren mit den Fraktionen 3 und 4 hervorbringt und die intensivste
Bande der Catalase (mit 240 kDa) in der Spur mit Fraktion 6 vorkommt. Deshalb

kann begriindet angenommen werden, dass die Aldolase, deren Molekulargewicht
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Abbildung 4.19: SDS-PAGE mit den Fraktionen 1-13 nach der DGZ mit Proteinen
bekannter Molekulargewichte. Uber dem Gel sind die Fraktionen angegeben, die in den
entsprechenden Spuren des Gels aufgetragen wurden. M: Markerproteine. Die Molekular-
gewichte der jeweiligen Banden der Markerproteine sind links neben dem Gel notiert. Die
Banden der Proteine, die in der DGZ als Proben eingesetzt wurden, sind farbig umrandet
und in derselben Farbe mit dem Namen des Proteins beschriftet.

mit 160 kDa zwischen den Molekulargewichten der anderen beiden Proteine liegt,
in den Fraktionen 4 und 5 die intensivsten Banden zeigt.

Fiir die anndhernd kugelformigen KK-Oligomere aus den Fraktionen 5 und 6
(s. Abschnitt 4.3.3.1) soll im Folgenden das Molekulargewicht abgeschitzt werden.
Die Herleitung erfolgt zunéchst beispielhaft fiir die Oligomere der Fraktion 6.

Da Catalase nach der DGZ in Fraktion 6 die intensivste Bande zeigt, ist bereits
bekannt, dass Catalase dhnlich schnell sedimentiert wie die Oligomere aus Fraktion
6. Der Sedimentationskoeffizient dieser Molekiile, die nach der DGZ in denselben
Fraktionen vorkommen, muss also dhnlich sein.

Der Sedimentationskoeffizient s berechnet sich folgendermafBen:

M= Molekulargewicht
¢ — M(1—vp)  v=partiell-spezifisches Volumen des geldsten Stoffes
o s p= Dichte des Losemittels
fs= Reibungskoeffizient der Sedimentation
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Umgestellt nach dem Molekulargewicht ergibt sich:

_ St
1—vp

Das Molekulargewicht ist also abhingig von dem Sedimentationskoeffizienten
s, von der Dichte des Losungsmittels p, von dem partiell-spezifischen Volumen des

gelosten Stoffes v sowie dem Reibungskoeffizienten der Sedimentation f;.

Da die Dichtegradienten der Zentrifugation mit den Oligomeren und den Pro-
teinen bekannter Grofle identisch waren, war auch die Dichte des Losungsmittels
(p) in beiden DGZ identisch. Wenn als Nidherung auch derselbe Sedimentations-
koeffizient fiir Catalase und die Oligomere aus der Fraktion 6 angenommen wird,
unterscheidet sich das Molekulargewicht nach der oben gezeigten Formel nur auf-
grund des partiell-spezifischen Volumens und des Reibungskoeffizienten der beiden
Molekiile.

Das partiell-spezifische Volumen eines Proteins ist invers zur Dichte des Prote-
ins, die nach Fischer et al. (2004 ) fiir Proteine mit einem Molekulargewicht von iiber
30 kDa unabhiéngig von deren Beschaffenheit und Molekulargewicht im Durch-

schnitt als 1,41 g/crn3 angenommen werden kann.

Der Reibungskoeffizient der Sedimentation ist von der GroBe und der Form des
Proteins abhiéngig. Die Bilder der TEM-Aufnahmen mit den Oligomeren aus den
Fraktionen 5 und 6 (s. Abb. 4.17) zeigen, dass die Oligomere anndhernd kugelfor-
mig sind, und auch die verwendeten Proteine des Kalibrierungs-Kits konnen ver-
einfacht als globuldr angenommen werden (,,globulédrer Protein-Standard*, Herstel-
lerangaben). Da bereits von derselben Dichte der Oligomere aus Fraktion 6 und von
Catalase ausgegangen wird, ist bei @hnlicher Form der beiden Proteine auch der
Reibungskoeffizient als dhnlich anzunehmen und somit der Unterschied fiir eine
ndherungsweise Bestimmung des Molekulargewichts der Oligomere vernachléssig-

bar.

Da also alle Parameter, von denen das Molekulargewicht in der oben dargestell-
ten Gleichung abhéngt, fiir Catalase und stabile Oligomere aus der Fraktion 6 als
sehr dhnlich angenommen werden konnen, entspricht das Molekulargewicht von
Catalase in etwa dem der Oligomere aus Fraktion 6. Eine #hnliche Uberlegung lasst
sich auch auf die KK-Oligomere aus Fraktion 5 und das Protein Aldolase iibertra-

gen.
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Demnach haben die Oligomere aus Fraktion 6 etwa ein Molekulargewicht von
240 kDa, diese Masse entspricht ungefihr dem Gewicht von 53 A3|_4;-Peptiden.
Ein Vergleich der Oligomere aus Fraktion 5 mit dem Protein Aldolase wiirde ein
Molekulargewicht von etwa 160 kDa fiir diese Oligomere ergeben, was etwa 35

Peptiden entspricht.

Die auf S. 71 beschriebenen Ergebnisse der SDS-PAGE mit den KK-Oligomeren,
zeigen, dass die Fraktion 6 im Gel etwa so weit lduft wie das Markerprotein mit dem
Molekulargewicht von 250 kDa, die Fraktion 5 etwa so weit wie das Markerprotein
mit 150 kDa. Die Charakterisierungen mittels DGZ und SDS-PAGE deuten also auf
dhnliche Molekulargewichte der KK-Oligomere aus den Fraktionen 5 und 6.

Die Bestimmung des Molekulargewichts anhand der in den TEM-Aufnahmen
ermittelten Grofe und einer Dichte der Oligomere, die als durchschnittliche Dichte
von Proteinen angenommen wurde, hat ein Molekulargewicht von etwa 396 kDa
ergeben, was etwa 87 A[3-Peptiden entspricht. In Anbetracht der vielen getroffenen
Annahmen, um das Molekulargewicht mit den verschiedenen Methoden niherungs-
weise zu bestimmen, ist eine solche Abweichung zu erwarten. Unter Einbeziehung
der Ergebnisse anhand der TEM-Aufnahmen kann davon ausgegangen werden, dass
ein KK-Oligomer der Fraktion 6 aus durchschnittlich etwa 53-87 A[3-Peptiden be-
steht.

Durch eine Veridnderung des Gradienten oder einer zweiten DGZ nach der Pro-
duktion der stabilen Oligomere wire es sicherlich moglich, die Auftrennung der
Oligomere nach ihren GroéBen zu optimieren, um eine geringere Streuung des Gro-
Benbereichs zu erhalten. Dies sollte durch zukiinftige Experimente untersucht wer-

den.

Nach einer Optimierung des Dichtegradienten oder einer zusitzlichen Grof3en-
auftrennung im Anschluss an die Produktion der KK-Oligomere kénnen eventuell
auch KK-Oligomere hergestellt bzw. isoliert werden, die kleiner sind als die bis-
herige Fraktion 5 mit einem Molekulargewicht um 160 kDa. Das wiirde sFIDA-
Experimente zur Bestimmung der minimalen GréBe von im sFIDA detektierbaren

A[3-Oligomeren ermoglichen.
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4.3.3.3 Analyse mittels SFIDA

Vor der Analyse der KK-Oligomere (Fraktion 6, nach Aufreinigung) im sFIDA wur-
de die Proteinkonzentration der Probe mittels BCA-Assay bestimmt. Zur Erstellung
einer Standard-Kurve wurden BSA-Losungen eingesetzt. Es ist bekannt, dass die
A3-Konzentration bei Verwendung von BSA zur Erstellung der Standard-Kurve um
40-50 % unterschitzt wird (Jan et al., 2010). Die Tatsache, dass das A3 in unserem
Assay quervernetzt vorliegt, konnte zu weiteren Ungenauigkeiten fithren. Dennoch
liefert das Ergebnis des BCA-Assays einen Hinweis, in welcher Groenordnung die
Konzentration des Af3 liegt.

Die Konzentration des A3 wurde auf 20,4 pug/ml bestimmt. Das entspricht einer
Konzentration von etwa 4,5 uM A [3-Peptiden bzw. bei etwa 53 Monomeren (anhand
des Sedimentationsexperimets in Abschnitt 4.3.3.2 ermittelt) pro Oligomer einer
Oligomer-Konzentration von ca. 85 nM. Im Folgenden genannte Konzentrationen
beziehen sich sowohl bei den KK-Oligomeren als auch bei den CB-Oligomeren auf

die Oligomer-Konzentrationen.

Die KK-Oligomere wurden unverdiinnt sowie in sukzessiven 10-fach-Verdiin-
nungen bis zu einer Konzentration von 8,5 fM als Probe in den sFIDA eingesetzt.
Um die sFIDA-Ergebnisse vergleichen zu konnen, wurden auch CB-Oligomere
in Konzentrationen zwischen 100 pM und 10 fM aufgetragen; hierbei handelt es
sich um den Konzentrationsbereich, in dem nach der Protokolloptimierung in Ab-
schnitt 4.2.3 die sFIDA readouts mit den eingesetzten Konzentrationen von CB-
Oligomeren korrelierten. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abbildung 4.20
gezeigt.

Die readouts der CB-Oligomere korrelieren hier nur fiir 100 und 10 pM mit der
eingesetzten Probenkonzentration, die readouts aller geringeren Konzentrationen
zeigen keinen Zusammenhang mit der Probenkonzentration.

Die readouts der KK-Oligomere zeigen zwischen 8,5 pM und 8,5 nM eine gute
Korrelation mit der eingesetzten Konzentration. Der readout von 8,5 nM betrigt
anndhernd eine Million, hier zeigen also beinahe alle Pixel eine Intensitit oberhalb
des Schwellenwertes. Daher ist eine Steigerung des readouts von 8,5 nM auf 85 nM
nicht moglich. Fiir Konzentrationen geringer als 8,5 pM konnen die readouts nicht
mehr voneinander und von den readouts der Negativkontrolle (PBS) unterschieden

werden.
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Abbildung 4.20: Vergleich der sFIDA readouts von CB- (A) und KK-Oligomeren (B).
Gezeigt werden jeweils die Mittelwerte und Standardfehler iiber alle in die Analyse einbezo-
genen Bilder aus zwei Wells nach Messungen mit je 36 Bildern pro Well. Protokollversion 2
(Abweichungen: die Detektionsantikorper waren mit 3 % BSA versetzt und wurden vor der
Verwendung mit 100.000 g (1 h, 4°C) zentrifugiert; alle Waschschritte wurden automatisch
mit einem Mikroplatten-Washer durchgefiihrt), ZAT-Platte, verwendete Detektionsantikor-
per: 6E10-Atto488 und IC16-Alexa Fluor633. Schwellenwerte: 8000/8000.

Verglichen mit anderen sFIDA-Experimenten, in denen ebenfalls CB-Oligomere
als Proben eingesetzt wurden, sind die sFIDA readouts in dem hier beschriebe-
nen Versuch fiir hohe Probenkonzentrationen sehr niedrig und die Sensitivitit des
Assays deutlich geringer. Nach der Protokolloptimierung (Abschnitt 4.2) beispiels-
weise lag der readout fiir 188 pM CB-Oligomere iiber 100.000 (s. S. 56, Ergebnisse
ohne Blocking), in diesem Versuch liegt er fiir 100 pM nur bei 380.

Beim Vergleich der Ergebnisse beider Oligomer-Arten muss bedacht werden,
dass die KK-Oligomere etwa um einen Faktor 2-4 weniger Peptide pro Oligo-
mer enthalten als die CB-Oligomere, und dass es sich bei der Konzentrationsan-
gabe nur um eine recht grobe Schitzung handelt. Die readouts von CB- gegeniiber
KK-Oligomeren zeigen jedoch fiir Zhnlich hohe Konzentrationen beider Oligomer-
Arten dhnliche GroBBenordnungen und auch das Detektionslimit ist mit 10 pM fiir
CB-Oligomere und 8,5 pM fiir KK-Oligomere annihernd identisch. Es ist also un-
wahrscheinlich, dass das insgesamt geringe Signal dadurch verursacht wurde, dass
die CB-Oligomere nicht mehr intakt waren, denn auch die KK-Oligomere zeigten

nicht so hohe readouts, wie es anhand der eingesetzten Konzentration und friihe-
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ren sSFIDA-Experimenten mit CB-Oligomeren zu erwarten wire. Statt dessen liegt
die Vermutung nahe, dass die SFIDA-Oberfliche nicht so vorlag, wie es in fritheren
Versuchen der Fall war.

Eine Wiederholung dieses Versuchs zeigte bei der Datenerhebung mit dem TIRF-
Mikroskop eine sehr inhomogene und Artefakt-behaftete Oberflache, was auf Pro-
bleme in der Oberflichenbeschichtung hindeutet. Eine Auswertung dieser Bilddaten
wiirde nicht zu verwertbaren Ergebnissen fithren und wurde deshalb nicht durchge-
fiihrt.

Leider lieB es der zeitliche Rahmen dieser Arbeit nicht mehr zu, den hier be-
schriebenen Problemen auf den Grund zu gehen und anschlieBend weitere sFIDA-

Experimente mit den KK-Oligomeren durchzufiihren.

Aus den Ergebnissen dieses Versuches lisst sich trotz aller Probleme schluss-
folgern, dass die KK-Oligomere aus der Fraktion 6 mindestens ebenso sensitiv im
sFIDA detektiert werden konnen wie die CB-Oligomere. Demnach sind trotz der
Quervernetzung der A [3-Peptide innerhalb eines Oligomers die Bindestellen fiir die
hier verwendeten Antikorper zugénglich.

Die Verwendung der KK-Oligomere aus Fraktion 6 als Standardmolekiil oder
zur Protokolloptimierung in zukiinftigen sFIDA-Experimenten scheint also mog-
lich zu sein. Wahrscheinlich ldsst sich diese Erkenntnis auch auf KK-Oligomere
aus den anderen Fraktionen iibertragen, was Untersuchungen zur Detektion von un-

terschiedlich groen Oligomeren im sFIDA ermdoglichen wiirde.

4.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel dieses Teils der Arbeit war es, stabilisierte A(3-Oligomere eines moglichst de-
finierten GroBenbereichs herzustellen und zu charakterisieren. Ebenso wie die CB-
Oligomere konnen solche stabilisierten A3-Oligomere als Standardmolekiile und
zur Protokolloptimierung im sFIDA eingesetzt werden, haben aber gegeniiber den
CB-Oligomeren den Vorteil, dass uns umfassende Informationen iiber deren Her-

stellungsart und Eigenschaften bekannt sind.

Stabilisierte Oligomere aus A3;_4p wurden hergestellt, indem A[3 zunichst in
PBS vorinkubiert wurde. Die wihrend der Inkubation entstandenen Oligomere wur-

den iiber eine DGZ in 13 Fraktionen aufgetrennt und wihrend der Wanderung
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durch den Dichtegradienten durch EDC und NHS quervernetzt. Diese Quervernet-
zung der Oligomere wurde unter denaturierenden Bedingungen in einer SDS-PAGE
tiberpriift. Dabei zeigte sich, dass die Fraktionen 5-8 deutlich im Gel erkennbare,
quervernetzte Oligomere enthalten. Diese quervernetzten A{3-Oligomere wurden

als KK-Oligomere bezeichnet und im weiteren Verlauf der Arbeit charakterisiert.

Zur Untersuchung von GroB3e und Morphologie der KK-Oligomere aus den Frak-
tionen 5-8 wurden TEM-Messungen durchgefiihrt. Die resultierenden Bilder zeig-
ten fiir die Fraktionen 5 und 6 kugelférmige Molekiile, fiir die Fraktionen 7 und
8 eher lingliche Molekiile. Die Oligomere der Fraktion 5 sind kleiner als die der
Fraktion 6 und die ldanglichen Oligomere aus Fraktion 7 kleiner als die aus Frak-
tion 8. Aufgrund des geringen Kontrasts und der geringen Auflosung der TEM-
Bilder konnten nur die durchschnittlichen Grolen der Oligomere aus Fraktion 6
bestimmt werden. Fiir diese Oligomere wurde ein Durchmesser von 9,6 1,1 nm
ermittelt, was unter Annahme von kugelférmigen Oligomeren und einer Dichte von
1,41 g/cm? einem Molekulargewicht von 396 kDa (unter Einbeziehung der Stan-
dardabweichung 278-543 kDa) bzw. 87 (61-120) A[3-Peptiden pro Oligomer ent-
spricht.

Um fiir die kugelférmigen Oligomere aus den Fraktionen 5 und 6 mit Hilfe ei-
ner weiteren Methode niherungsweise das Molekulargewicht zu bestimmen, wurde
eine DGZ mit Proteinen bekannter Grofle durchgefiihrt. Abgesehen davon, dass der
Gradient fiir diese Zentrifugation kein EDC und NHS enthielt, waren alle Bedin-
gungen denen zur Produktion der quervernetzten KK-Oligomere identisch. Nach
der DGZ lieB sich in Fraktion 5 das Protein Aldolase nachweisen, in Fraktion 6
das Protein Catalase. Es wurden einige vereinfachende, aber begriindete Annah-
men getroffen, dass der Sedimentationskoeffizient, das partielle spezifische Volu-
men und der Reibungskoeffizient von Aldolase und den Oligomeren aus Frakiti-
on 5 einerseits und Catalase und den Oligomeren der Fraktion 6 andererseits sehr
dhnlich sind. Demnach entspricht das Molekulargewicht von den Oligomeren aus
Fraktion 5 ungefihr dem der Aldolase, also 160 kDa, und das Molekulargewicht
der Oligomere aus Fraktion 6 ungefihr dem von Catalase (240 kDa, entspricht et-
wa 53 A3-Peptiden). Diese Molekulargewichte entsprechen auch den Ergebnissen

der SDS-PAGEs, wenn man davon ausgeht, dass die quervernetzten Oligomere und
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Markerproteine mit etwa gleichen Molekulargewichten wihrend der Elektrophore-

se gleiches Laufverhalten zeigen.

Mit den verschiedenen Methoden ergaben sich also unterschiedliche Molekular-
gewichte fiir die KK-Oligomere aus Fraktion 6, was in Anbetracht der Annahmen
und Néherung zur Ermittlung des Molekulargewichts zu erwarten war. Dennoch ist
das Fazit, dass die niherungsweise aus etwa 53-87 A[3-Peptiden bestehenden Oli-

gomere kleiner sind als die verwendeten CB-Oligomere.

Des Weiteren wurden die KK-Oligomere der Fraktion 6 und CB-Oligomere in
verschiedenen Konzentrationen als Proben im sFIDA eingesetzt. Sowohl die Ho-
he der readouts als auch die Sensitivitidt des Assays war fiir beide Oligomer-Ar-
ten dhnlich, jedoch deutlich geringer als in fritheren sFIDA-Experimenten mit CB-
Oligomeren. Die Ursachen hierfiir sind derzeit noch nicht bekannt.

Dennoch zeigte dieser Versuch, dass die KK-Oligomere mit dhnlicher Nach-
weisgrenze im SFIDA detektiert werden wie die CB-Oligomere; die Bindestellen
fiir die im sFIDA verwendeten N-terminal bindenden Antikdrper werden demnach
durch die Quervernetzung des A3 nicht blockiert. Der Einsatz der KK-Oligomere
aus Fraktion 6 als Standardmolekiil im sFIDA ist also moglich, vermutlich gilt das

ebenfalls fiir KK-Oligomere aus den anderen Fraktionen.
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4.4 SsFIDA mit humanen Liquorproben

4.4.1 Allgemeines

Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane Liquorproben aus drei verschiedenen
Quellen im sFIDA untersucht. Mit jedem dieser Probensidtze wurde eine Studie
durchgefiihrt. Ziel der Untersuchungen war herauszufinden, ob eine Unterscheidung

zwischen AD- und Kontrollgruppen anhand der sFIDA readouts moglich ist.

Die Bestimmung der Schwellenwerte fiir Versuche mit den humanen Liquorpro-
ben erfolgte im Allgemeinen anhand von gleichzeitig gemessenen CB-Oligomeren.
Die Schwellenwerte, die eine gute Auftrennung von verschiedenen Konzentrationen
der CB-Oligomere zeigten und mit denen gleichzeitig moglichst geringe Oligomer-
Konzentrationen von der Negativkontrolle unterschieden werden konnten, wurden
auch fiir die Berechnung der sFIDA readouts fiir die Liquorproben angewandt. Eine
Ausnahme stellt nur die Auswertung der Proben aus Studie 3 dar, wie an entspre-
chender Stelle erldutert wird.

Die Patientendaten, sFIDA readouts und — soweit bekannt — Konzentrationen
bestimmter A[3-Isoformen sind in den Tabellen A.1 bis A.5 im Anhang aufgefiihrt.

In den folgenden drei Abschnitten werden die SFIDA-Ergebnisse mit den Liquor-
proben aus je einer Quelle beschrieben. Die Diskussion und Interpretation der Er-
gebnisse erfolgt im Abschnitt 4.4.5 ab Seite 95.

4.4.2 Studie 1

Die in diesem Abschnitt untersuchten Liquorproben der Firma Biochemed wur-
den kiuflich erworben. Uber diese Proben ist weder bekannt, wie sie entnommen
wurden und wie AD diagnostiziert bzw. bei den Kontrollspendern ausgeschlossen
wurde, noch liegen weitere Informationen vor.

Bei den hier beschriebenen Ergebnissen handelt es sich um die readouts des
sFIDA-Protokolls ohne Blocking, die bereits in Abbildung 4.9 (Abschnitt 4.2.3)
dargestellt und dort mit den Ergebnissen des Protokolls mit Blocking aus demsel-
ben Experiment verglichen wurden. Da Blocking die readouts im sFIDA mit Liquor-
proben verringerte, sollen hier nur die Ergebnisse behandelt werden, die durch das

Protokoll ohne Blocking erzielt wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.21 als
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Abbildung 4.21: Studie 1: SFIDA Analyse von Liquorproben von je fiinf AD- und
Kontroll-Spendern (s. Tabelle A.1 im Anhang). Aufgetragen wurden je 15 pul kommerzi-
ell erworbene Proben der Firma Biochemed. Die Boxen beschreiben den Bereich zwischen
25. und 75. Perzentile, die Whiskers den Bereich zwischen 5. und 95. Perzentile. Die Da-
ten der einzelnen Proben (Mittelwert einer Dreifachbestimmung mit 25 Bildern je Well)
sind als graue Rauten dargestellt. Protokollversion 2 (Abweichungen: Schritt 1 (s. Tab. 3.9)
wie in Protokollversion 1, Konzentration von CM-Dextran in Schritt 4: 20 mg/ml), ZAT-
Platten, verwendete Detektionsantikorper: 6E10-Atto488 und IC16-Atto647N. Schwellen-
werte (Kanal 0/Kanal 1): 6000/6000.

Boxplot dargestellt.

Hier ist erkennbar, dass die sFIDA readouts von 4 der 5 Kontroll-Proben sehr
niedrig sind, sie liegen zwischen 0,3 und 350. Die Kontroll-Probe ,,neg316* (s. Ta-
belle A.1) mit dem readout von 263.000 dagegen liegt eher im Bereich der AD-
Proben, deren readouts zwischen etwa 4000 und 600.000 liegen. Die Analyse der
Daten durch den Kruskal-Wallis-ANOVA ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen den sFIDA readouts der AD- und Kontrollgruppe (p=0,047; bei Berech-
nung ohne neg316: p=0,014).

Da kaum weitere Informationen zu den Proben und Patientendaten vorliegen,
konnten weitere Analysen, wie zum Beispiel Korrelationen des sFIDA readouts mit
dem Alter oder den erreichten MMSE-Punktzahlen der Patienten, nicht durchge-

fuhrt werden.

4.4.3 Studie 2

Im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Lewczuk (Universitit Erlangen) standen

uns umfangreich charakterisierte Liquorproben zur Verfiigung. 5 Kontrollproben
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und 4 AD-Proben aus diesem Probensatz wurden im Rahmen dieser Arbeit im
sFIDA untersucht. Auch bei den hier gezeigten Ergebnissen handelt es sich um
die readouts des sFIDA-Protokolls ohne Blocking, die bereits im Abschnitt 4.2.3 in
Abbildung 4.8 dargestellt und dort mit den Ergebnissen des Protokolls mit Blocking
aus demselben Experiment verglichen wurden. Da Blocking die readouts des sFIDA
mit Liquorproben verringerte, sollen hier nur die Ergebnisse behandelt werden, die
durch das Protokoll ohne Blocking erzielt wurden. Die Ergebnisse sind in Abbil-
dung 4.22 als Boxplot dargestellt.
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Abbildung 4.22: Studie 2: sFIDA-Analyse von Liquorproben von 5 Kontrollspendern
und 4 Spendern mit wahrscheinlicher AD. Aufgetragen wurden je 15 pl der in Tabel-
le A.5 aufgefiihrten und von Prof. Lewczuk (Erlangen) zur Verfiigung gestellten Proben.
Die Boxen beschreiben den Bereich zwischen 25. und 75. Perzentile, die Whiskers den
Bereich zwischen 5. und 95. Perzentile. Die Daten der einzelnen Proben (Mittelwert einer
Dreifachbestimmung mit 25 Bildern je Well) sind als graue Rauten dargestellt. Der rote
Strich beschreibt den Mittelwert. Protokollversion 2 (Abweichungen: Schritt 1 (s. Tab. 3.9)
wie in Protokollversion 1, Konzentration von CM-Dextran in Schritt 4: 20 mg/ml), ZAT-
Platten, verwendete Detektionsantikdrper: 6E10-Atto488 und IC16-Atto647N. Schwellen-
werte (Kanal 0/Kanal 1): 6000/6000.

Hier zeigt sich der Trend, dass die readouts der Kontrollproben iiber denen der
AD-Proben liegen. Mit Ausnahme der Probe ,,ID-042* (s. Tabelle A.5) liegen die
readouts der Kontrollproben zwischen 480 und 120.000, die der AD-Proben zwi-
schen 0 und 1,3. Der readout der Kontrollprobe ID-042 betrdgt 7 und liegt damit
eher in der GroBenordnung der readouts von den AD-Proben dieses Probensatzes.

Eine signifikante Unterscheidung der beiden Gruppen mittels Kruskal-Wallis-
ANOVA konnte nur festgestellt werden, wenn man das Ergebnis der Probe ID-042

nicht in die Analyse einbeziehen wiirde. Bei einem derart geringen Stichprobenum-
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fang wie in dieser Studie ist es jedoch unzuléssig, einzelne Werte als Ausreifler zu
definieren und somit deren Ausschluss aus der Analyse zu rechtfertigen.

Weitere Untersuchungen (nicht gezeigt) ergaben ebenfalls keine signifikanten
Korrelationen des sFIDA readouts mit den bekannten A (3-Konzentrationen (vgl.
Tabelle A.5).

4.4.4 Studie3

Im Rahmen einer Kooperation standen uns 60 umfangreich charakterisierte humane
Liquorproben fiir Untersuchungen im sFIDA zur Verfiigung. 20 dieser Proben wa-
ren von Kontroll-Spendern, 20 von Patienten mit milder AD und 20 von Patienten
mit moderater AD. Patienten mit milder AD zeigten geringere kognitive Defizi-
te (hohere MMSE-Punktzahlen) als die Patienten mit moderater AD. Neben Alter,
Geschlecht und MMSE-Punktzahlen der Patienten sind fiir diese Proben auch die
Konzentrationen verschiedener A [3-Isoformen im Liquor bekannt.

Die Proben wurden in Doppelbestimmung gemessen. Im Unterschied zu den an-
deren beschriebenen Versuchen wurde die Doppelbestimmung auf zwei verschie-
denen Glasplatten durchgefiihrt, jede Probe wurde also in je einem Well auf beiden
Platten aufgetragen. Die Platten wurden zwar parallel und mdoglichst gleich behan-
delt, sie konnen jedoch schon alleine aus Zeitgriinden nie absolut identisch behan-
delt werden. Insbesondere die Messung am Mikroskop ist hier limitierend: Um ei-
ne moglichst gute Vergleichbarkeit der Messungen zu erhalten, sollten beide Plat-
ten am selben TIRF-Mikroskop gemessen werden. Dies ist zwar moglich, jedoch
nicht innerhalb eines Tages. Deshalb wurden die Platten nur bis unmittelbar vor der
Messung am Mikroskop parallel behandelt. AnschlieBend wurde Platte 2 in Puffer
bei 4°C gelagert, wihrend Platte 1 mikroskopiert wurde. Nachdem alle Proben auf
Platte 1 mikroskopiert waren, wurde die Platte 2 auf Raumtemperatur gebracht, der
Puffer durch Wasser ersetzt und dann ebenfalls gemessen. Diese zeitliche Verzo-
gerung kann zu Unterschieden z.B. in der Helligkeit der Laser am TIRF fiihren,
weshalb in diesem Experiment verschiedene Schwellenwerte zur Abgrenzung des
Hintergrundsignals vom spezifischen Signal fiir die beiden Platten zugelassen wur-
den. Bei der Wahl der Schwellenwerte wurde darauf geachtet, dass die readouts der
beiden Platten moglichst dhnlich waren.

In diesem Versuch wurden nicht die Schwellenwerte verwendet, wie sie fiir die

gleichzeitig gemessenen CB-Oligomere ermittelt wurden, da diese Schwellenwerte
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(Kanal 0: 8000, Kanal 1: 6500 fiir beide Platten) zu sehr niedrigen readouts zwi-
schen 0 und 200 fiir alle Liquorproben fiihrten womit eine signifikante Unterschei-
dung der verschiedenen Gruppen anhand der sFIDA readouts nicht moglich war
(Daten nicht gezeigt). Stattdessen wurden deutlich geringere Schwellenwerte ge-
wihlt (Kanal 0: 2500, Kanal 1: 2500 fiir Platte 1; Kanal 0: 2000, Kanal 1: 2000 fiir
Platte 2).

Abbildung 4.23 zeigt die Ergebnisse in Form eines Boxplots. Die grauen Rau-
ten zeigen die durchschnittlichen readouts der einzelnen Proben und die roten Stri-
che die Mittelwerte aller Proben aus der jeweiligen Gruppe. Die readouts aller drei
Gruppen iiberlappen iiber einen weiten Bereich, tendenziell wurden fiir die Kon-

trollproben hohere sFIDA readouts als fiir die Proben aus den beiden AD-Gruppen

ermittelt.
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Abbildung 4.23: Studie 3: SFIDA Analyse von Liquorproben von 20 Kontrollspendern
und je 20 Spendern mit milder und moderater AD. Aufgetragen wurden je 15 pl der
in den Tabellen A.2, A.3 und A.4 aufgefiihrten Proben. Die Box beschreibt den Bereich
zwischen 25. und 75. Perzentile, die Whiskers den Bereich zwischen 5. und 95. Perzentile.
Die Daten der einzelnen Proben (Mittelwert einer Dreifachbestimmung mit 36 Bildern je
Well) sind als graue Rauten dargestellt. Der rote Strich beschreibt den Mittelwert. Protokoll-
version 2, ZAT-Platten, verwendete Detektionsantikdrper: 6E10-Atto488 und IC16-Alexa
Fluor633 (Stockldsungen gelagert in PBS mit 3 % BSA), abzentrifugiert mit 100.000 g bei
4°C, 1 h. Schwellenwerte (Kanal 0/Kanal 1) Platte 1: 2500/2500, Platte 2: 2000/2000.

Ein signifikanter Unterschied konnte nur zwischen den readouts der Kontroll-
gruppe und der Gruppe mit moderater AD festgestellt werden. Die readouts al-

ler Gruppen iiberlappen jedoch deutlich. Weitere Analysen (nicht gezeigt) ergaben
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keine Korrelation der sFIDA readouts mit dem Alter der Patienten oder der Kon-
zentration verschiedener A3-Isoformen im Liquor. Es konnte jedoch eine geringe
Korrelation der sFIDA readouts mit der MMSE-Punktzahl nachgewiesen werden,
wie in Abbildung 4.24 gezeigt. Je hoher der sFIDA readout, desto hoher ist auch
die vom Liquor-Spender erzielte Punktzahl im MMSE, desto geringer also die ko-
gnitiven Defizite dieser Person. Dies ist konsistent mit der Beobachtung, dass bei
diesem Probensatz die Proben der Kontrollgruppe im Mittelwert hohere readouts

aufweisen als die Proben der AD-Patienten.
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Abbildung 4.24: Korrelation von sFIDA readouts und den im MMSE-Test erreichten
Punktzahlen der Liquor-Spender. Es handelt sich um dieselben Messdaten wie auch in
4.23 dargestellt. In rot: lineare Anpassung der Daten. Spearman Korrelation = 0,319; Signi-
fikanz = 0,013.

In diesem Versuch wurden Detektionsantikorper eingesetzt, deren Stocklosun-
gen nach der Fluorochrom-Markierung mit 3 % BSA versetzt wurden. Nach Ver-
diinnung der Detektionsantikorper auf die Endkonzentration von 1,25 pg/ml (ent-
spricht etwa 8,9 nM) jedes Detektions-Antikorpers entsprach die BSA-Konzentra-
tion etwa 0,0625 %, was einer molaren Konzentration von 9,5 uM entspricht. In der
eingesetzten Losung mit den Detektionsantikorpern befinden sich also etwa 500-
mal mehr BSA-Molekiile als Detektionsantikdrper. Wenn — wie bereits in 4.2.3 dis-
kutiert wurde — Albumine an A3-Oligomere aus humanem Liquor binden und da-
durch die Bindestellen fiir die Detektionsantikorper blockieren, erklirt das, wieso
die readouts der Liquorproben nach Verwendung der anhand von CB-Oligomeren

ermittelten Schwellenwerte so gering (zwischen 0 und 200) waren. Durch das Sen-
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ken der Schwellenwerte werden die readouts zwar gréBer, streuen aber fiir die Pro-
ben innerhalb der Gruppen auch iiber einen weiten Bereich von bis zu tiber drei
Zehnerpotenzen fiir die Kontrollgruppe. Der Grund ist wahrscheinlich, dass wegen
der erzwungen niedrigen Schwellenwerte ein iiberwiegender Anteil der readouts
aus Hintergrundsignal besteht.

Aus diesem Grund wird auf eine weitere Diskussion der Ergebnisse dieser Pro-
ben verzichtet. Fiir zukiinftige sSFIDA-Experimente mit humanen Liquorproben soll-
te zunéchst der Einfluss von BSA in der Losung mit den Detektionsantikérpern un-

tersucht werden oder vollig auf die Zugabe von Albuminen verzichtet werden.

4.4.5 Zusammenfassung und Diskussion

Wihrend die sFIDA-Ergebnisse mit den Liquorproben aus Studie 1 hohere readouts
fiir Proben von AD-Patienten gegeniiber den Proben von gesunden Kontrollperso-
nen ergaben, zeigten sich bei den Ergebnissen der Studie 2 genau umgekehrte Ver-
hiltnisse der sFIDA readouts: Hier sind die readouts der Kontrollproben tendenziell
hoher als die der Proben von AD-Patienten.

Fiir die Liquorproben aus Studie 1 (kommerziell von der Firma Biochemed be-
zogen) ist leider nicht bekannt, wie sie entnommen wurden und wie AD bei den
Patienten festgestellt bzw. bei den Kontrollspendern ausgeschlossen wurde. Im Ge-
gensatz dazu wurden die Proben fiir Studie 2 (aus der Kooperation mit Prof. Le-
wczuk) priaanalytisch identisch behandelt und alle AD-Patienten zeigten eine hohe

A3-Pathologie, die mittels ELISA anhand der Liquorproben ermittelt wurde.

Wie bereits bekannt ist, haben Variablen wie die chemische Umgebung und die
Temperatur einen starken Einfluss auf die Oligomerisierung von Af3. Deshalb kon-
nen unterschiedliche Bedingungen oder Materialien bei der Liquor-Entnahme eben-
so wie die Lagerungsbedingungen nach der Entnahme die Konzentration oder Gro-
Be der Oligomere in den Proben beeinflussen. Es ist allerdings anzunehmen, dass
der Einfluss dieser Faktoren auf die Oligomer-Konzentration fiir alle Proben aus
einer Quelle — von AD-Patienten wie auch von Kontrollspendern — identisch ist
und daher nicht das Verhiltnis der Oligomer-Konzentrationen im Liquor von AD-
Patienten und Kontrollspendern umkehrt. Es gibt derzeit also keine Erkldrung fiir
die gegensitzlichen Ergebnisse, die mit den Proben aus verschiedenen Quellen er-

zielt wurden.
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Es wurden bereits einige Studien verdffentlicht, nach denen in Liquor von Patien-
ten mit AD mehr A[3-Oligomere nachgewiesen wurden als in Liquor von Kontroll-
spendern (Wang-Dietrich et al., 2013; Georganopoulou et al., 2005; Holtté et al.,
2013; Savage et al., 2014; Fukumoto et al., 2010). Daneben ist jedoch auch eine
Studie bekannt, in der die Konzentration von A{3-Oligomeren im Liquor von AD-
Patienten gegeniiber einer Kontrollgruppe reduziert war (Sancesario et al., 2012).
Auch hier ist nicht bekannt, wie solch unterschiedliche Ergebnisse — allerdings auch
mit ganz unterschiedlichen Assays ermittelt — zustande kamen. Eine ausfiihrlichere
Diskussion der verwendeten Methoden und Ergebnisse von anderen Studien erfolgt
im Abschnitt 5.

Leider ist auch der Stichprobenumfang der beiden in Studie 1 und 2 untersuchten

Proben zu gering, um eindeutige Schliisse aus den Ergebnissen ziehen zu konnen.

Der Umfang der untersuchten Proben aus Studie 3 war mit insgesamt 60 Liquor-
proben, aufgeteilt entsprechend dem medizinischen Befund der Spender in eine
Kontrollgruppe und zwei Gruppen mit unterschiedlichen Stadien der AD, sehr viel-
versprechend. Leider waren die readouts in diesem Versuch sehr niedrig, was im
Nachhinein auf die Anwesenheit von BSA in der Losung mit den Detektionsanti-
korpern zuriickgefithrt wurde. In diesem Fall ist zu erwarten, dass bei einer Verrin-
gerung der Schwellenwerte im Wesentlichen Hintergrundsignal analysiert wird.

Dennoch zeigten die sFIDA readouts nach der Verringerung der Schwellenwerte
im Kruskal-Wallis-ANOVA, einer Rangvarianzanalyse, signifikant hohere readouts
der Kontrollgruppe gegeniiber der Gruppe mit moderater AD. Die readouts der bei-
den Gruppen iiberlappten allerdings iiber mehrere Zehnerpotenzen. Moglicherweise
wire die Trennung der Gruppen weitaus deutlicher, wenn der Versuch ohne Einsatz
von BSA durchgefiihrt worden wire.

Um hier Gewissheit zu erlangen, muss dieser Versuch ohne Zugabe von BSA zu
den Detektionsantikorpern wiederholt werden. Dies war aus zeitlichen Griinden im

Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.



5. Vergleich der Methoden zur De-

tektion von A 3-Oligomeren

5.1 Vorstellung der Methoden

Aufgrund der mafigeblichen pathologischen Eigenschaften sind A3-Oligomere ein
vielversprechender Biomarker fiir die AD. Die gegenwiirtig zur Detektion von Af3-
Oligomeren verwendeten Methoden lassen sich grob in drei Gruppen einteilen:
Viele Arbeitsgruppen verwenden ELISAs zur Detektion von A(3-Oligomeren — die
Oligomer-Spezifitidt wird hierbei durch Verwendung von oligomer-spezifischen An-
tikorpern oder desselben Immobilisierungs- und Detektionsantikorpers erreicht. In
anderen Studien wurden A3-Oligomere mittels FRET in Kombination mit Durch-
flusszytometrie quantifiziert und eine weitere Arbeitsgruppe veroffentlichte Ergeb-
nisse, die sie mit dem sogenannten ,,bio-barcode Assay‘ erzielten. Im Folgenden
sollen diese Methoden erlédutert, die Ergebnisse der jeweiligen Assays vorgestellt

und die Vor- und Nachteile verglichen mit dem sFIDA diskutiert werden.

Georganopoulou et al. verdffentlichten 2005 erste Ergebnisse eines ,,bio-barco-
de Assays®, bei dem DNA-markierte Nanopartikel und magnetische Beads iiber
spezifische Antikorper A3-Oligomere in Liquor binden. Nach einer magnetischen
Trennung der Komplexe aus DNA-markierten Nanopartikeln, magnetischen Beads
und den Oligomeren von der restlichen Probe wird die DNA vom Komplex ge-
16st und ihre Konzentration bestimmt. In der Veroffentlichung wurde gezeigt, dass
eingesetzte synthetische A[3-Oligomere iiber einen Konzentrationsbereich von ca.
100 aM-500 fM (Konzentration bezogen auf Monomere) mit dem Assay-Ergebnis
korrelieren und dass bei einer Studie mit insgesamt 30 humanen Liquorproben die

Proben von AD-Patienten einen deutlich hoheren Assay-readout zeigten als Proben
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von Kontroll-Spendern.

Der groBte Anteil der Veroffentlichungen iiber die Detektion von A (3-Oligomeren
in Liquor beschreibt Ergebnisse, die durch ELISAs in verschiedenen Varianten und
mit unterschiedlichen Immobilisierungs- und Detektionsantikérpern erzielt wurden.
Manche dieser Studien detektierten im Liquor von AD-Patienten hohere Oligomer-
Konzentrationen als im Liquor von Kontrollspendern (Holttd et al., 2013; Savage
et al., 2014; Fukumoto et al., 2010; Herskovits et al., 2013), andere Autoren konnten
keine AB-Oligomere in Liquor nachweisen (Yang et al., 2013) oder es konnte kein
Unterschied zwischen den Oligomer-Konzentrationen im Liquor von AD-Patienten

gegeniiber Kontrollspendern festgestellt werden (Bruggink et al., 2013).

Santos et al. beschrieben 2007 eine Methode zur Detektion von A (3-Oligomeren
und Fibrillen mittels Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) und Durchflusszyto-
metrie. Bei dieser Methode wird die Probe mit zwei verschiedenen, an unterschied-
liche Fluorochrome gekoppelten Antikdrpern inkubiert. Die Fluorochrome sind so
gewdhlt, dass eins der Fluorochrome — das Donor-Fluorochrom — nach seiner Anre-
gung die Energie auf das zweite Fluorochrom — das Akzeptor-Fluorochrom — iiber-
tragen kann, wenn die beiden Fluorochrome nicht weiter als 10 nm voneinander
entfernt sind. Oligomere, die mit beiden Fluorochromen iiber A 3-spezifische Anti-
korper markiert sind, sollten mittels Durchflusszytometrie durch die Emission des
Akzeptor-Fluorochroms detektiert werden, wenn ausschlielich das Donor-Fluoro-
chrom angeregt wird. Obwohl die beiden verwendeten Antikorper unterschiedliche
Epitope von A3 binden, konnen Monomere nicht detektiert werden, weil das resul-

tierende FRET-Signal zu schwach ist.

2012 wurden mit dieser Methode 1:1 in Puffer verdiinnte Liquorproben von 14
AD-Patienten und 12 dementen, nicht an AD leidenden Kontroll-Spendern vergli-
chen (Santos et al., 2012). Bei diesen Messungen konnte zwar eine erhohte An-
zahl von A 3-Oligomeren im Liquor von AD-Patienten gegeniiber der Kontrollgrup-
pe festgestellt werden, dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Sancesario
et al. (2012) nutzten dieselbe Methode und untersuchten damit sowohl verdiinnte als
auch unverdiinnte Liquorproben von Kontrollspendern und Patienten mit AD. Fiir
unverdiinnte Liquorproben von AD-Patienten demonstrierten sie weniger FRET-Er-

eignisse gegeniiber den Liquorproben von Kontrollspendern. Bei einer 1:1 Verdiin-
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nung mit demselben Puffer wie von Santos et al. verwendet waren die Verhéltnisse
jedoch umgekehrt. Die Autoren diskutieren, dass durch die Zugabe von Puffer (der
Detergenzien enthilt) die im Liquor von AD-Patienten nach Fukumoto et al. (2010)
vermehrt enthaltenen Oligomer-Spezies mit hohem Molekulargewicht in mehrere
kleinere Oligomere zerfallen, und sich das Verhiltnis der Oligomer-Konzentratio-

nen von AD-Patienten gegeniiber Kontrollspendern deshalb umkehrt.

5.2 Allgemeines

Die teils widerspriichlichen Ergebnisse der oben genannten Studien resultieren mog-
licherweise aus unterschiedlichen Methoden, durch die verschiedene Oligomer-Spe-
zies detektiert werden.

Neben der jeweils angewandten Methode konnen jedoch auch weitere Faktoren,
wie zum Beispiel das bei der Probenentnahme verwendete Material, die Vorbehand-
lung der Proben oder in den Assays verwendete Blocking-Reagenzien, Einfluss auf

die Ergebnisse haben.

So besteht bei ELISA-basierten Methoden beispielsweise die Gefahr, dass iiber
sogenannte heterophile Antikorper, die Immunoglobuline anderer Spezies erken-
nen und in humanem Liquor und Plasma vorkommen, die Immobilisierungs- und
Detektionsantikorper (wenn beide aus derselben Wirtsspezies stammen) verbunden
werden (Sehlin et al., 2010). Bruggink et al. (2013) zeigten, dass solche heterophilen
Antikorper zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren konnen, wihrend entsprechende
Untersuchungen in anderen ELISA-Studien keinen Einfluss von heterophilen An-
tikorpern auf die Ergebnisse feststellen konnten (Holttd et al., 2013; Savage et al.,
2014).

Des Weiteren wurde in manchen der ELISA-Studien BSA als Blocking-Reagenz
oder als Zusatz in Puffern verwendet. Wie bereits in Abschnitt 4.2.3 diskutiert wur-
de, besteht der Verdacht, dass die Epitope von N-terminal an A-bindenden De-
tektionsantikorpern durch Albumine besetzt werden konnen und vorhandene Af3-
Oligomere in Anwesenheit von Albuminen oder nach Blocking durch albuminhal-
tige Losungen nur noch zu einem geringen Anteil detektiert werden konnen.

In den Studien von Bruggink et al., Holttd et al. und Herskovits et al. wurde BSA
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verwendet, wihrend in den Studien von Fukumoto et al. und Savage et al. auf die
Verwendung von BSA verzichtet wurde.

Wihrend Bruggink et al. keine signifikanten Unterschiede in den gemessenen
Oligomer-Konzentrationen in Liquor von AD- und Kontrollspendern nachweisen
konnten, zeigten die anderen beiden Studien, in denen BSA verwendet wurde, signi-
fikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen mit p=0,03 (Herskovits et al.,
2013) und p-Werten zwischen <0,01 und <0,0001 (Liquorproben aus 3 verschiede-
nen Quellen; HOltti et al., 2013).

Die beiden Studien, in denen kein BSA verwendet wurde, erreichten fiir die Un-
terscheidung der Liquorproben von AD-Patienten und Kontrollspendern Signifikanz-
Werte von p<0,0001 (Fukumoto et al., 2010) bzw. zwischen p<0,01 und p<0,0001
mit Liquorproben aus 3 verschiedenen Kohorten (Savage et al., 2014).

Tendenziell kann man also fiir die beschriebenen ELISAs ohne den Einsatz von
BSA geringfiigig hohere Signifikanz-Werte fiir die Unterscheidung der Liquorpro-
ben aus AD- und Kontrollspendern feststellen. Dieser Zusammenhang ist jedoch
nicht eindeutig und die mit verschiedenen ELISAs erreichten unterschiedlichen Si-
gnifikanzniveaus konnen ebenso gut an anderen Faktoren liegen, wie zum Beispiel
den verwendeten AntikOrpern, den Bedingungen bei der Probenentnahme, die Pro-
benvorbehandlung oder weiteren Eigenschaften des ELISAs.

Die teilweise erheblich unterschiedlichen Signifikanzniveaus derselben Studie
mit Liquorproben aus unterschiedlichen Quellen legen den Schluss nahe, dass vor

allem die Probenentnahme eine wichtige Rolle spielt.

5.3 Minimale Grofie detektierbarer Oligomere

Die aus ELISAs und dem bio-barcode Assay resultierenden Ergebnisse geben zwar
iber die Gesamtmenge an A [3-Oligomeren Aufschluss, konnen jedoch keine Infor-
mationen iiber die Grofe, Form und Zusammensetzung der Oligomere generieren.
Dafiir kann jedoch das detektierte Signal amplifiziert werden, was bei der Detektion

von sehr geringen Oligomer-Konzentrationen einen deutlichen Vorteil haben kann.

Im sFIDA und der von Santos et al. entwickelten durchflusszytometrischen Me-
thode hingegen konnen einzelne Oligomere detektiert werden. Fiir beide Methoden

ist leider nicht bekannt, welche minimale Grof3e die Oligomere fiir eine effiziente
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Detektion aufweisen miissen.

Bei der durchflusszytometrischen Methode werden zwei Fluorochrom-markierte
Antikorper verwendet, die an verschiedene Epitope des A3 binden. Theoretisch
kann ein FRET-Signal also bereits durch ein Monomer entstehen. Die Autoren
schreiben jedoch, dass das resultierende FRET-Signal eines Monomers zu schwach
ist, um detektiert zu werden. Es wurde nicht beschrieben, aus wie vielen Peptiden
ein Oligomer bestehen muss, um ein detektierbares FRET-Signal zu generieren.

Alle im sFIDA verwendeten Antikorper erkennen dieselbe Region des Af3. Da-
mit ein A3-Oligomer auf der Oberfliche tiber Antikdrper immobilisiert und durch
die beiden unterschiedlichen Fluorochrom-markierten Detektionsantikdrper gebun-
den werden kann, miissen die Oligomere also mindestens aus drei Peptiden beste-
hen — beziehungsweise aus sechs Peptiden, wenn man davon ausgeht, dass beide
Bindestellen der Antikorper dasselbe A[3-Oligomer binden. Es ist jedoch nicht be-
kannt, ob die resultierende Signalintensitit in diesem Fall ausreichen wiirde, um
3-6mere vom Hintergrundsignal unterscheiden zu konnen. Des Weiteren wird nur
ein Teil der 3-6mere tatsdchlich durch zwei verschiedene Detektionsantikorper ge-
bunden. Bei der Bindung von nur wenigen Detektionsantikorpern an ein Oligomer
ist es auch moglich, dass einer der beiden Detektionsantikdrper mehrmals bindet
und deshalb kein kolokalisiertes Signal entsteht, anhand dessen das entsprechende

Oligomer detektiert werden konnte.

5.4 Nachweisgrenzen

Auch die Nachweisgrenze der verschiedenen Methoden ist ein wichtiges Charakte-
ristikum von Assays, mit denen Molekiile in sehr geringen Konzentrationen detek-
tiert werden sollen. Im Fall der Detektion von A 3-Oligomeren ergibt sich jedoch die
Problematik, dass das Signal aller Methoden nicht nur von der Konzentration der
Oligomere in der zu untersuchenden Fliissigkeit abhéngt, sondern auch von deren
Grole.

In vielen Studien wurden Nachweisgrenzen ermittelt (vgl. Tabelle 5.1 auf Seite
103). Hierfiir wurden meist Oligomere aus synthetischen A 3-Molekiilen hergestellt
und in verschiedenen Verdiinnungen als Probe in den Assay eingesetzt. Die Nach-

weisgrenze wird meist in Peptid-Konzentrationen ausgedriickt, die zur Herstellung
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der Oligomere eingesetzt wurden. Da jedoch nicht bekannt ist, welche Oligomer-
Spezies zu welchen Anteilen in Korperfliissigkeiten — zum Beispiel in Liquor —
vorkommen, ist die so definierte Nachweisgrenze moglicherweise ohne Aussage-
kraft fiir die Detektion von in Liquor vorkommenden Oligomeren. Auch der Ver-
gleich der Nachweisgrenzen verschiedener Assays ist nicht moglich, wenn zur Be-
stimmung der Nachweisgrenzen moglicherweise unterschiedlich grofle Oligomer-

Spezies verwendet wurden.

Die in den Veroffentlichungen genannten Nachweisgrenzen sind in Tabelle 5.1

auf Seite 103 zusammengestellt.

5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass ein aussagefidhiger Vergleich der mit
verschiedenen Methoden zur Detektion von A[3-Molekiilen erzielten Ergebnisse
kaum moglich ist, da unter Umsténden verschiedene Oligomer-Spezies detektiert
wurden und auch schon Unterschiede bei der Entnahme oder Vorbehandlung der

Proben die Ergebnisse beeinflusst haben konnen.

Assays, die eine moglichst grole Bandbreite an verschiedenen Oligomer-Gro-
Ben detektieren und diese GroBen auch unterscheiden konnen, sind grundsitzlich
am besten geeignet. Mit Hilfe solcher Methoden konnte in Zukunft untersucht wer-
den, ob bestimmte Oligomer-Spezies in Liquor oder anderen Korperfliissigkeiten
existieren, anhand derer AD-Patienten von Patienten mit anderen Demenzen und
anderen Kontrollpersonen unterschieden werden konnen. Sowohl der sFIDA als
auch die von Santos et al. beschriebene durchflusszytometrische Methode konnten
hierfiir eingesetzt werden. Dafiir miisste jedoch zunéchst ermittelt werden, welche
Oligomer-Spezies durch die jeweilige Methode detektiert werden konnen und ob
sich Oligomere verschiedener Groflen unterscheiden lassen. Eventuell miissen wei-
tere Optimierungen der Methoden vorgenommen werden, um die Detektion kleiner
Oligomere effizienter zu gestalten.

Doch nicht nur die Untersuchung unterschiedlich groBBer Oligomer-Spezies, son-
dern auch die Bestimmung der Zusammensetzung der Oligomere aus bestimm-

ten AB-Isoformen und die Ko-Aggregation von A3 mit anderen Proteinen konnte
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Unterschiede zwischen A{3-Oligomeren aus Korperfliissigkeiten von AD-Patienten
und Kontrollspendern aufzeigen. Auch fiir solche Experimente ist grundsitzlich so-
wohl der sFIDA als auch die durchflusszytometrische Methode geeignet, da hier die
Moglichkeit besteht, weitere Fluorochrom-markierte Antikdrper gegen bestimmte
Af3-Isoformen oder andere Proteine zu verwenden und eine Auswertung auf der

Ebene von einzelnen Oligomeren vorzunehmen.



A. Anhang

A.0.1 Liquorproben und Patientendaten

Tabelle A.1: Probenbezeichnungen, Patientendaten und sFIDA readouts aller in dieser Ar-
beit verwendeten Liquorproben aus Studie 1. Die Proben wurden kommerziell von der Fir-
ma Biochemed bezogen. Abkiirzungen: AD=Alzheimersche Demenz; n.b.=nicht bekannt.

. Alter sFIDA
Bezeichnung Gruppe Lot-Nr. Geschlecht
(Jahre) readout

pos0367 AD 0108-105-003667 n.b. n.b. 9993
pos4352 AD 0105-105-04352  n.b. n.b. 3821
pos 4367 AD 0105-105-04367  n.b. n.b. 706848
pos365 AD 0108-105-00365  n.b. n.b. 57766
pos378 AD 0108-105-00378  n.b. n.b. 602054
neg218 Kontrolle BC 120521-8 méinnlich 89 7,3
neg277 Kontrolle BC 120727-7 weiblich 78 334,6
neg786 Kontrolle BCSR 41786 weiblich 76 3
neg275 Kontrolle BC 120727-5 weiblich 84 0,3
neg316 Kontrolle BC 1205316 minnlich 87 263304
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Tabelle A.2: Probenbezeichnungen, Patientendaten und sFIDA readouts der Liquorproben von Kontrollspendern aus Studie 3

Pat.- MMSE Alter Ge- AR(—38) AP(—40) ABx-42) AP(1_42)Plex sFIDA readouts

Nr Punktzahl (Jahre) schlecht (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) Platte 1 Platte2 MW
1869 28 59,8 w 3133,86  7099,83 899,19 1236 1274 1826 1550
2092 29 64,4 m 2027,88  4950,53 386,46 676 345 3839 2092
2434 27 59,9 m 3455,39  7362,14 978,16 980 45 742 394
2509 28 58,6 m 2149,55 4731,35 395,63 559 8967 10728 9847
2650 30 59,0 A 3613,61 7998,06 917,88 879 6456 14925 10690
2672 27 58,1 m 2959,70  6633,93 840,47 786 35878 31966 33922
2711 27 60,3 A 1679,01  4253,51 496,66 983 548886 254162 401524
2857 27 59,3 w 4102,42  8533,04 906,22 854 107874 86801 97338
2922 27 56,0 m 2178,00 5398,00 609,00 868 96 654 375
2942 28 57,7 m 3040,00 6231,00 868,00 1080 56299 296194 176247
2952 28 58,4 m 1594,00  4307,00 519,00 882 19321 339 9830
2985 23 62,7 m 2444,00  5262,00 641,00 932 47298 93336 70317
3113 27 63,3 w 2847,00 6455,00 293,00 400 75851 147067 111459
3583 25 58,1 m 3144,00 7968,00 1042,00 1376 3576 3067 3321
3590 27 64,9 m 2665,00 6314,00 553,00 888 165 173 169
3599 29 63,0 w 2874,00 6630,00 788,00 1306 1838 211131 106485
3619 28 59,3 w 1750,00 4157,00 509,00 955 16178 12605 14391
4102 24 63,0 m 3278,00 7519,00 813,00 1043 30289 34220 32254
4143 27 56,3 m 3298,00 7136,00 925,00 1305 18004 13699 15852
4208 24 61,3 m 4615,00 8285,00 493,00 661 8054 1246 4650
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Tabelle A.4: Probenbezeichnungen, Patientendaten und sFIDA readouts der Liquorproben von Spendern mit moderater AD aus Studie 3

Pat.- MMSE Alter Ge- AR(—38) AP(—40) ABx-42) AP(1_42)Plex sFIDA readouts

Nr Punktzahl (Jahre) schlecht (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) Platte 1 Platte2 MW
1721 17 62,4 m 2243,29  5636,01 381,72 456 1028 1736 1382
1984 11 60,9 w 1355,49  3698,90 263,84 388 439 17939 9189
2172 16 58,6 m 1653,91  4582,11 349,58 596 1123 529 826
2234 16 60,1 m 342221 7618,92 347,46 423 756 1292 1024
2293 15 65,4 A 1084,53  3016,85 180,58 257 - 11641 11641
2326 17 55,8 m 2610,78 6198,14 307,46 393 689 1839 1264
2523 13 63,0 m 1640,26  3841,28 214,77 319 576 500 538
2524 17 62,4 w 1628,29  3968,67 210,09 296 1040 3995 2518
2531 13 55,42 w 2069,79  4664,28 256,36 339 308 1094 701
2557 15 63,1 m 1771,31 420343 226,27 361 792 393 593
2570 15 62,9 w 4407,73  8378,88 328,53 360 1496 9749 5623
2644 13 60,3 w 3347,32 7113,13 322,66 356 9560 21088 15324
2867 16 63,5 m 1749,14  4270,56 178,83 327 130 218 174
2876 16 55,5 A 2558,00 5577,00 365,00 449 2070 81223 41647
3298 12 60,6 w 3016,00 6174,00 371,00 532 2149 3894 3021
3324 17 58,6 m 1940,00  4026,00 300,00 557 160 267 214
3339 16 56,7 w 3169,00 7620,00 389,00 470 168 1044 606
4029 17 56,4 m 1952,00  4290,00 316,00 554 93612 9164 51388
4137 17 65,4 m 1562,00 3945,00 306,00 552 61 1260 660
4272 17 60,7 w 2554,00 5695,00 402,00 596 7481 14023 10752
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Tabelle A.5: Probenbezeichnungen, Patientendaten und sFIDA readouts der Liquorproben
aus Studie 2. Diese Proben stammen aus einer Kooperation mit Prof. Lewczuk (Erlangen).
Abkiirzungen: AD=Alzheimersche Demenz; LKS=leichte kognitive Storungen

Spender o APB140 APB1-40/AB1-42 AP1-42 sFIDA AP1-40
klin. Diagnose
Nummer (IBL) (IBL/Innx) (Innx)  readout +AR1_4
ID-040  nichtdement 19719 0,049 957 116522 20676
1ID-042 nicht dement 18279 0,104 1900 7 20179
ID-049  nicht dement 8757 0,18 1580 11119.67 10337
ID-076  nicht dement 18831 0,077 1451 10111.33 20282
ID-009  nicht dement  n.b. n.b. 1108 4.843.333 1108
ID-105 AD 22353 0,026 588 6.766.667 22941
ID-234  AD 15104 0,039 587 1.033.333 15691
ID-047  AD 8757 0,068 594 1.333.333 9351
ID-057  LKS n.b. n.b. 641 41 641

ID-087 AD 23719 0,027 632 8.666.667 24351
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